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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) € uma doenca cronica e neurodegenerativa, de etiologia
nao totalmente elucidada. Estudos demonstram que processos oxidativos podem
estar envolvidos nesta morte neuronal. Sabendo-se disso, pesquisas tém sido
direcionadas na busca de plantas medicinais e substancias que possam atuar inibindo
tais processos oxidativos. A Passiflora alata € uma planta nativa do Brasil e que possui
uma atividade antioxidante descrita na literatura. Além disto, ha evidéncias de que
espécies do género Passiflora podem atuar frente a doencas neurodegenerativas,
como a DP. Através disto, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do
tratamento com o extrato hidroalcodlico de P. alata (EHPA) em um modelo animal de
DP, induzido pela neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA). O extrato das folhas de
P. alata foi preparado através da extracdo com solucdo hidroalcodlica a 95%, e
posteriormente foi realizado a determinacdo do conteido de compostos fendlicos e
flavonoides, além de ser determinada a sua atividade antioxidante frente aos ensaios
DPPH® e ABTS™. Para avaliar o efeito per se do EHPA, foi realizado uma avaliagao
do efeito comportamental, de diferentes doses do extrato, em animais nao lesionados.
Para a identificacdo do possivel efeito neuroprotetor da planta, os animais foram
separados em 5 grupos experimentais: SHAM (falso-operado), 6-OHDA controle, 6-
OHDA + 100mg/Kg/dia de EHPA, 6-OHDA + 200mg/Kg/dia de EHPA e 6-OHDA +
300mg/Kg/dia de EHPA. Apds a divisdo dos grupos, os animais foram submetidos a
cirurgia estereotaxica para a administracao bilateral da neurotoxina 6-OHDA ou de
solucéo salina (SHAM) no feixe prosencefalico medial. No dia seguinte, iniciou-se o
tratamento com os extratos, por via oral, tendo uma duracdo de 14 dias. Apés o
término do tratamento, os animais foram submetidos aos seguintes testes
comportamentais: Reconhecimento social, Campo aberto, Reconhecimento de
objetos, Labirinto em cruz elevado e Natacgéo forcada. Apds o término dos testes, 0s
animais foram sacrificados e foram coletados sangue e cérebro (estriado) para a
determinacdo de GSH, catalase, parametros hematolégicos e bioquimicos. Os
resultados apresentados sugerem um efeito neuroprotetor resultante do tratamento
com o EHPA, indicando uma reversao do déficit cognitivo e comportamentos do tipo
depressivo e ansioso, resultantes da lesdo com a 6-OHDA. No entanto, ndo foram
observadas alteracbes comportamentais nos ratos nao lesionados. Além disto, o
extrato apresentou um bom desempenho frente ao modelo de captura de radicais
livres ABTS™, indicando a sua atividade antioxidante. Nao foram observadas
diferencas entre os grupos nas concentracdes de GSH e na atividade da catalase,
tanto no plasma como no estriado. No entanto, alteracbes hematoldgicas foram
identificadas nos animais lesionados. Conclui-se, portanto, que o tratamento com o
EHPA reverteu os prejuizos cognitivos, efeito tipo ansioso e tipo depressivo causados
pela infuséo intracerebral de 6-OHDA, um modelo animal de DP.

Palavras Chave: Passiflora alata, Doenca de Parkinson, Neuroprotecgao.



ABSTRACT

Parkinson’s disease (PD) is a chronic and neurodegenerative disease with an
unknown etiology. Studies have shown that oxidative processes may be involved in
this neuronal death. Thus, studies have been focused on medicinal plants and
substances with antioxidant properties that may inhibit such oxidative processes.
Passiflora alata is a Brazilian native plant with an antioxidant and neuroprotective
activity, described on literature. In addition, there is evidences that species of the genus
Passiflora can act against neurodegenerative diseases, such as PD. Hence, the aim
of present investigation was to evaluate the neuroprotective effect of ethanolic extract
of Passiflora alata (EEPA) in an animal model of PD, induced by the neurotoxin 6-
Hydroxidopamine (6-OHDA). The extract of P. alata’s leaves was prepared by
extraction with ethanolic solution (95%), and characterized by its phenolic compounds,
flavonoids and the scavenger activity against DPPH® and ABTS' radicals. To evaluate
the effect per se of EEPA, an evaluation of the behavioral effect was carried out on
non-injured animals, with different doses of the extract. For the identification of the
possible neuroprotective effect of the plant, male Wistar rats were used, which were
separated into 5 experimental groups: SHAM (false-operated), 6-OHDA control, 6-
OHDA + 100mg/kg/day of EEPA, 6-OHDA + 200mg/kg/day of EEPA and 6-OHDA +
300mg/kg/day of EEPA. After the division of these groups, the animals were submited
to the stereotaxic surgery for bilateral administration of 6-OHDA neurotoxin or saline
solution (SHAM) in the medial forebrain bundle. On following day, the treatment with
the extracts started and continued for 14 days. After the treatment was finished, all the
animals were submitted to the following behavioral tests: Social recognition, Open
field, Object recognition, Elevated plus maze and Forced swimming. The non-injured
animals, the same treatment protocol and tests were followed. Subsequently, the
animals were sacrificed and blood and brain (striatum) were collected for the
determination of GSH, catalase, hematological and biochemical parameters. The
present results demonstrate a neuroprotective effect resulting from treatment with the
EEPA on rats with 6-OHDA injury, indicating a reversal of cognitive deficit and
depressive and anxious behaviors. However, no behavioral effects were observed in
the non-injured rats. In addition, the extract exhibited a good scavenger activity against
the ABTS™ radical, indicating its antioxidant activity. No differences were observed
between groups on GSH concentrations and catalase activity, on blood and striatal
tissue. However, hematological changes were identified in the injured animals. In
conclusion, the treatment with EEPA reversed the cognitive, anxious and depressive
impairments caused by the intracerebral infusion of 6-OHDA, an animal model of PD.

Keywords: Passiflora alata, Parkinson’s Disease, Neuroprotection.



FIGURA 1
FIGURA 2

FIGURA 3
FIGURA 4
FIGURA 5
FIGURA 6
FIGURA 7
FIGURA 8
FIGURA 9
FIGURA 10
FIGURA 11
FIGURA 12
FIGURA 13
FIGURA 14
FIGURA 15
FIGURA 16
FIGURA 17
FIGURA 18
FIGURA 19
FIGURA 20
FIGURA 21

FIGURA 22

FIGURA 23

LISTA DE FIGURAS

Sintomas motores da Doenca de Parkinson .............ccccevvvvvvvvevinnnns 18
Sintomas ndo motores que podem estar presentes no paciente com
Doenga de ParkiNSON .............eueiiiiiiiiiiiiieiiiee e 19
Comparacédo entre aspectos fisiopatoldgicos entre um paciente
normal e um com a Doenga de Parkinson ............ccccecceiiiiniiininnes 21
Relacé&o estrutural entre dopamina e 6-hidroxidopamina ................ 25
Passiflora alata CUrtiS ..........oooiiiiiiiiiiiieei e 27
Estrutura quimica da vitexina, um flavonoide considerado como o
composto majoritario das folhas da Passiflora alata ....................... 28
Exsicata da planta Passiflora alata Curtis ....................coceeenil 32
Ordem cronoldgica dos testes comportamentais realizados ........... 38
Representacéo do teste de reconhecimento social ...........ccccceeenn.... 39
Teste de reconhecimento de 0bjetos ...........ccoooviviiiiiiiiiiiiiiieceee, 40
Teste do campo @DEIO .........uuiiiiiiiiiiiiiiee e 41
Teste do labirinto em cruz elevado ...........cccceeeeeiiiiiiieeeeeeeeeeeeeiiees 42
Teste de natacao forcada ............oooevvvvviiiiiiiiiiiie e, 44
Ordem cronoldgica dos testes comportamentais realizados apés a
realizacdo da cirurgia estereotaxiCa .........ccceeevvvveveriiiviiiiiiiieeee e, 47
Grafico contendo a porcentagem de inibicdo radicalar do DPPH*® em
funcdo das concentragdes doS eXtratos .........cccceeeeeeeveveveeeeeieeeennnnns 52
Gréfico contendo a porcentagem de inibicdo radicalar do ABTS™ em
funcdo das concentragdes doS eXtratos ..........ccoeeeeeeeevveeveeeeenennnnnnnns 53
Gréfico contendo a relacdo entre as investigacdes (RID) no teste de
reconhecimento social, para os grupos tratados com o extrato ...... 54
Escore de discriminacgao, do teste de reconhecimento de objetos, para
0S grupos tratados COmM 0 EXIrato ..........uvveevviiiiieie e 55
Grafico contendo o tempo de escalada para os animais tratados com
O EXITALO .uiieie e 58
Relac&o entre as investigagdes (RID) para os grupos submetidos a
CITUrgia @StErEOLAXICA ....vvvreeeeeiiiiiiee e e et e e e e e 59
Escores de discriminagdo para 0s grupos submetidos a cirurgia
Lo (=] (=T0] = V(o= USSR 60

Grafico contendo os parametros de tempo no centro e tempo na
periferia para o teste do campo aberto realizado com os animais

submetidos a cirurgia eStereotaxiCa ...........ccvvviiiieeiieeeeeeeeeeeieeeeins 62
Gréficos contendo os parametros de natacdo, imobilidade e escalada
para 0S animais submetidos a cirurgia

1] (=] (=] 01 £ D [01- R UUEUTR RO UP RPN 65



TABELA 1

TABELA 2

TABELA 3
TABELA 4
TABELA 5
TABELA 6

TABELA 7

TABELA 8

TABELA 9

TABELA 10
TABELA 11
TABELA 12
TABELA 13

LISTA DE TABELAS

Grupos experimentais utilizados para avaliacdo do efeito per se de
diferentes doses do extrato sobre modelos comportamentais ...... 37
Relagdo dos grupos experimentais para a avaliagao do efeito
dos extratos sobre um modelo animal de doenga de

ParkinSon ... 45
Resultados para o teste de campo aberto .........ccccceeeeeeeiieininninnnns 56
Resultados para o teste de labirinto em cruz elevado .................. 57
Resultados para o teste de natacao forcada ...........cccevvvvieeeennnnnn. 58
Resultados do teste de campo aberto, para os animais submetidos
a Cirurgia eStereOtaxiCa .........cccvvveveveeeeiiiiii e e e e e e e e e e e e e eeeees 61
Resultados do teste de labirinto em cruz elevado, para os animais
submetidos a cirurgia estereotaxiCa ..........cccccvveveeeeeeeiieeiiiicene, 63
Resultados do teste de natacdo forcada, para 0s animais
submetidos a cirurgia estereotaxiCa ..........cccccvveveeeeeeeiieiiiiicenn, 64
Contetdo de GSH NO Striado ........ccccuvvvviiiiiiiiiiiceieeeeee e 66
Conteldo de GSH NO Plasma ........cceeeeiiieeeeeeeeeecieeeeee e 67
Atividade da catalase do estriado ............cooeeevviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeenn 67
Atividade da catalase N0S eritrOCItOS .........cccvveeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 68

Numero total de hemécias (milhdes/uL) e hematocrito (%) dos
animais submetidos a cirurgia estereotaxiCa .........cccceeeeeeeeiiiiicnnnns 69



DP
EHPA
SNpc
MPTP
ROS
NOS
SOD
GSH
CAT
DNA
MAO
6-OHDA
COMT
GABA
SNC
GABAr
UEPG
DPPH*
ABTS™
UV/Vis
FPM
RID
ED
SHAM
Eq
IRM

LISTA DE ABREVIATURAS

Doenca de Parkinson

Extrato hidroalcodlico de Passiflora alata
Substancia Negra parte compacta
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina
Espécies reativas de oxigénio

Espécies reativas de nitrogénio
Superdéxido dismutase

Glutationa reduzida

Catalase

Acido desoxirribonucleico

Enzima Monoamino-oxidase
6-Hidroxidopamina

Enzima Catecol-O-metiltransferase

Acido gama-aminobutirico

Sistema Nervoso Central

Receptor para o 4cido gama-aminobutirico
Universidade Estadual de Ponta Grossa
2,2-difenil-1-picrilhidrazil

Acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
Ultravioleta/Visivel

Feixe prosecefalico medial

Relacdo entre as investigacfes (Ratio of Investigation Duration)
Escore de discriminacao

Falso-operado

Equivalente

Inibic&o radicalar maxima



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ottt ettt ettt et s e eeesteenaeseeanes 14
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 16
2.1 Doenga de ParkiNSON..........coiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee ettt 16
P20 I R 11 o] o 1 16
P20 A =t o o 1= 0 0T ] (o o = W 16
2.1.3 Fisiopatologia da DOENGA..........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 17
2.01.4 EHIOIOQIA ..ttt 21

P2 IR ST I = 1= 1 1T 0 1P 25

2.2 PassSiflora alata ...........uuuiiiiiiiieeec e 26
. OBUIETIVOS ... 31
I @ o] =110 I =T - | 31
3.2 ObjetivOS ESPECITICOS. .....cuuuiiiiiiiiee ettt 31
4. MATERIAIS E METODOS ......ooiiviieecee et eee ettt ete e etesre e ane e 32
vtV Po Y (=T g =L o) =g 1o o 32
4.2 Preparo 00S EXIIALOS .......uuuuuuuureuerieiueesietesieteeeiaeesseaeaeeseeeesebeeaeeeesbbaeaseaeeeesenenene 32
4.3 Caracterizacao do perfil guimico e da atividade antioxidante do extrato ......... 33
4.3.1 Determinacédo da concentracao de compostos fendlicos...............ccceee. 33
4.3.2 Determinagéo da concentracao de flavonoides ............ccccccvvveviiiiiiinnnnnnnns 34
4.3.3 Avaliagao da atividade de sequestro de radicais livres pelo extrato ......... 34

N ] 4= 1 36
4.5 Avaliagdo do efeito comportamental resultante do tratamento com o extrato
hidroalcoodlico de Passiflora alata. ... 37
4.5.1 Testes COMPOrtAMENTAIS .......cceeeeiiieiiiiiiie e ee e e e e e e e e e e eennens 38
4.5.2 AvaliaG8o de MEMOIA.......cciiiiiiiiiiiee et 38
4.5.3 Avaliacao da atividade l0COMOLOra........ccoeeeeiiiiiiiiiiiiie e, 41
4.5.4 Avaliacdo do comportamento do tip0 anSIOSO ........ueveeeeeeeiiiiiiiiieieeeeeeeenann, 42
4.5.5 Avaliagdo do comportamento do tipo depressivo ..............eeveeeeeiiieieennennnns 43

4.6 Avaliacao do efeito do extrato em um modelo animal de doenca de Parkinson.
............................................................................................................................... 44
4.6.1 Cirurgia ESIErEOTAXICA .......uuuuuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiib bbb nbaasaannanne 45
4.6.2 Testes COMPOItaMENTAIS .......cceuuuiieiiiiiiie e e e e e e e e eens 47

4.7 Quantificagdo de GSH NO €SIHAAO .........uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiie s 47
4.9 Quantificagdo de GSH NO PlaSMa.........uuuuiiiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 48
4.10 Determinacéo da atividade da catalase no estriado .............ccoeevveviiiiiiinnneenn. 48
4.11 Determinacao da atividade da catalase nos eritrOCIt0S...............uuvvvveeevnninnnns 49

4.12 Exames HematoldgiCcoS € BiOQUIMICOS........uuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiieninineens 49



4,13 ANAIISE ESTALISTICA ..ueeneeneeee e e 50

5. RESULTADOS ... 51
5.1 Caracterizacao do perfil quimico e da atividade antioxidante do extrato ......... 51
5.1.1 Determinacao da concentracdo de compostos fendlicos e flavonoides ....51
5.1.2 Avaliacéo da atividade scavenger do extrato pelo método DPPH-"............ 51
5.1.3 Avaliacdo da atividade scavenger do extrato pelo método ABTS™*........... 52

5.2 Avaliacdo dos efeitos comportamentais resultantes do tratamento com os
L= 10 1 PP 53
5.2.1 AvaliaGao da MEMOKIA.........uuuiiiiiiieeeiiiiiiie e 53
5.2.2 Avaliacao da atividade MOtOra .........cceeevuviiiiii e 55
5.2.3 Avaliacédo do comportamento do tipo ANSIOSO .....cccvvvveiiiieeeieeiiiiiiiieeeeeenn 56
5.2.4 Avaliagdo do comportamento do tipo DEepPressivo ..............eeeeeeeeiieiieninnnnns 57

5.3 Avaliacdo do efeito do extrato no modelo animal de Doenca de Parkinson,
INAUZIO POF B-OHDA. ... .. 59
5.3.1 Avaliacéo sobre a Memaria (Modelo 6-OHDA) .........ccccooviieiiiiiiiiiiiee e, 59
5.3.2 Avaliacéo da atividade motora (Modelo 6-OHDA).............cccevvvviiiiiieieeeennn. 61
5.3.3 Avaliagdo do comportamento do tipo Ansioso (Modelo 6-OHDA)............. 62
5.3.4 Avaliacdo do comportamento do tipo Depressivo (Modelo 6-OHDA)........ 63

5.4 Concentracao de GSH NO eStriado ..........cooevuvviiiiiii i 66
5.5 Concentrag@o de GSH NO Plasma ........ccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 66
5.6 Atividade da catalase N0 eStriado ...........ccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 67
5.7 Atividade da catalase NOS eritrOCItOS ..........ccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 68
5.8 Exames Bioquimicos € HematolOgICOS........cccueeiiiiiiiiiiiiiieee e 68
5.9 Resumo dos resultados ObtidOS...........coovvvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 70
B. DISCUSSAD ..ottt ettt ettt ee ettt s e e e nenens 72
6.1 Perfil quimico e Caracterizacdo da atividade antioxidante.............cccccccevvveee.n. 72
6.2 Avaliacao dos efeitos comportamentais resultantes do tratamento com o extrato
............................................................................................................................... 73
6.3 Avaliagdo do efeito do extrato no modelo animal de Doenga de Parkinson,
INAUZIAA POr B-OHDA . ... . e e e e e 76
7. CONCLUSOES ..ottt ettt 84

8. REFERENCIAS ..ottt 85



14

1. INTRODUCAO

Atualmente, a nivel mundial, existe um aumento consideravel da populagéo
idosa e projecdes futuras indicam uma elevacao ainda maior na porcentagem desta
populacao. Este fato € preocupante, visto que, o envelhecimento esta correlacionado
com uma maior incidéncia de doencas neurodegenerativas, entre elas, a Doenca de
Parkinson (DP).

A DP é uma doenca neurodegenerativa caracterizada pela perda de neurénios
dopaminérgicos na via nigroestriatal, sendo este 0 mecanismo responsavel pelo
aparecimento dos sintomas caracteristicos da doenca, como o tremor em repouso,
bradicinesia, rigidez e instabilidade postural, que estdo associados a alteracbes
motoras. Além dos sintomas motores ha a presenca de sintomas ndo-motores como
a depresséo, ansiedade, alteracdes cognitivas e autonémicas. Estes fatores levam a
uma reducédo da sobrevida e da qualidade de vida do paciente.

Apesar dos inimeros avangos para elucidar a etiopatogenia da doenca, ainda
ndo se sabe claramente como ela se desenvolve. Porém, diversos fatores tém sido
relacionados a ela, como a exposicdo a toxinas ambientais e alteracées genéticas,
gue levam a formacdo de processos neuroinflamatérios e oxidativos. O estresse
oxidativo, gerado pelo desbalanco entre o sistema antioxidante endogeno e a
producdo de ROS (espécies reativas de oxigénio), € um dos principais fatores que
levam a morte neuronal, uma vez que, ele promove alteracbes em moléculas
essenciais como proteinas, lipideos de membrana e até mesmo no DNA.

Atualmente, os tratamentos existentes tém uma finalidade paliativa, n&o
havendo alternativas terapéuticas direcionadas a prevencdo do aparecimento ou
progressdo da doenca, além disto, os efeitos colaterais decorrentes dos farmacos
utilizados prejudicam a qualidade de vida do paciente. No entanto, esfor¢os tém sido
direcionados na busca de substancias que possam reverter 0os processos oxidativos
e de morte celular, resultando num efeito de neuroprotecao.

As plantas medicinais sdo importantes alvos na identificacdo de compostos
antioxidantes. A Passiflora alata é uma planta nativa da América do Sul e que
apresenta em sua composi¢ao diversos compostos com estas propriedades. Além da
atividade antioxidante, a P. alata apresenta diversas outras aplicacdes terapéuticas
atuando como antidepressiva, ansiolitica e sedativa. Além disto, evidéncias na

literatura mostram o papel neuroprotetor de plantas do género Passiflora, atuando na
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inibicdo de processos deletérios associados a doencas neurodegenerativas, como na
DP. No entanto, ndo existem estudos que mostrem um efeito neuroprotetor associado
ao tratamento com P. alata no modelo animal de DP induzida pela 6-Hidroxidopamina
(6-OHDA).

A patrtir disto, o presente estudo buscou avaliar o efeito do extrato de P. alata,

visando identificar uma possivel alternativa terapéutica no tratamento da DP.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DOENCA DE PARKINSON

2.1.1 Historico

A Doenca de Parkinson (DP), que € uma desordem neurolégica de carater
cronico e progressivo, estd em segundo lugar em prevaléncia entre as doencas
neurodegenerativas, ficando atrds somente da Doenca de Alzheimer (LENKA;
PADMAKUMAR; PAL, 2017)

A DP foi descrita pela primeira vez em 1817 por James Parkinson, um médico
inglés, que publicou uma monografia denominada “An Essay on the Shaking Palsy”.
Nesta monografia ele descreveu seis individuos, os quais tinham caracteristicas
clinicas muito semelhantes. A partir disto, estas manifestacdes foram chamadas, por
ele, de shaking palsy, que pode ser traduzida ao portugués como “paralisia agitante”
(FAHN, 2003; PARKINSON, 2002).

Jean Martin Charcot, o pai de neurologia, 70 anos depois, aprimorou a
descricdo desta doenca, denominando-a em homenagem a James Parkinson. Suas
contribuicdes resultaram na caracterizacdo dos principais sinais cardinais da doenca
(tremor em repouso, instabilidade postural, rigidez muscular), além da introducdo do
uso da atropina (beladona) para o tratamento paliativo da doenca (GOETZ, 1986,
2016).

2.1.2 Epidemiologia

Atualmente vivemos em um periodo de envelhecimento populacional a nivel
mundial. Em comparacdo com 50 anos atras a populacéo vive, hoje em dia, em média
de 20 anos a mais (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015). Em 2011, a populacéo
idosa, que apresenta 60 anos ou mais, representou 10,8% da populacéo total
brasileira, o que corresponde a cerca de 20,5 milhdes de idosos (MASSANO, 2011).
Para o ano de 2020, projecdes indicam que a populagéo idosa brasileira atinja 14%
da populacao total (30,9 milhdes de habitantes). Este aumento populacional altera a
estrutura social, ndo somente em aspectos econdémicos, como também em aspectos

relacionados a saude, uma vez que, 0 aumento populacional leva a um aumento da
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incidéncia de doencas relacionadas a idade, como as doencas neurodegenerativas
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015).

Estudos demonstram que a prevaléncia e a incidéncia da DP estdo intimamente
relacionadas com a idade, porém, ha a influéncia de outros fatores como sexo e
localizacdo geografica. Pringsheim et al. (2014) em seu estudo de meta-analise,
demonstrou uma maior prevaléncia da DP em individuos acima de 60 anos (428 por
100.000 habitantes) do que em idades menos avancadas. A prevaléncia em idosos
acima de 80 anos foi ainda maior, 1903 por 100.000 habitantes, demonstrando a
correlacéo da idade e desenvolvimento da doenca. Observou-se, além disto, a maior
prevaléncia da doenca em individuos homens, e também, em residentes em paises
Europeus e nos Estados Unidos quando comparado com paises Asiaticos. Estudos
de incidéncia da DP também mostram uma correlacdo entre o aumento da idade e o

namero de casos novos da doenca (HIRSCH et al., 2016).

2.1.3 Fisiopatologia da Doenca

A fisiopatologia da Doenca de Parkinson estd relacionada com a perda
progressiva de neurénios dopaminérgicos da substancia negra parte compacta (SNpc)
e da via nigroestriatal, levando a uma reducdo de dopamina (KALIA; LANG;
SHULMAN, 2015). Esta reducédo de dopamina, tanto na SNpc como nos nucleos da
base, que sado regibes responsaveis pelo controle motor (JANKOVIC, 2008), esta
associada com o desenvolvimento dos sintomas motores caracteristicos da doenca
(DEMAAGD; PHILIP, 2015), os quais estédo descritos na Figura 1.
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SINTOMAS MOTORES DA DOENCA DE PARKINSON

Triade Classica (Sintomas cardinais da doenca)

1) Tremor em repouso
¢ Sintoma inicial e caracteristico da doenca
e Acomete principalmente os membros distais, mas também ocorre em membros inferiores e

regides da cabeca (labios, mandibula, lingua etc).

2) Bradicinesia
e Lentiddo e diminuicdo da amplitude do movimento

e Ocorre em 80% a 90% dos pacientes

3) Rigidez
e Resisténcia ao movimento muitas vezes acompanhadas do efeito da “roda denteada”
(movimentos “enferrujados”)

e Ocorre em 80% a 90% dos pacientes

Outros sintomas motores

¢ Instabilidade postural
e Disartria (Disturbio na articulagéo da fala)

e Distonia (Espasmos involuntarios)

FIGURA 1. Sintomas motores da Doenca de Parkinson
Fonte: Adaptado de DeMaagd; Philip (2015).

Os sinais cardinais e motores da doenc¢a surgem guando mais de 70% dos
neurénios dopaminérgicos sédo destruidos (CHENG; ULANE; BURKE, 2010; DAUER;
PRZEDBORSKI, 2003a; ROSS et al., 2004; SCHAPIRA; CHAUDHURI; JENNER,
2017).

Além do acometimento dos neurdnios dopaminérgicos, diversos estudos
demonstraram que outros subtipos neuronais também podem ser afetados durante o
desenvolvimento da DP, como os neur6nios glutamatérgicos (LITIM; MORISSETTE;
DI PAOLO, 2017; STARR, 1995), GABAérgicos (BLASZCZYK, 2016), colinérgicos
(BENSAID et al., 2016), serotoninérgicos (KISH et al., 2008; YE et al.,, 2017) e
noradrenérgicos (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003b; ROMMELFANGER;
WEINSHENKER, 2007).

A deplecéo destes diversos sistemas neuronais, a degeneracdo de neurdnios
dopaminérgicos em fases iniciais da DP, bem como o acometimento de diversas
regides encefalicas estdo associados aos sintomas ndo-motores da doenca. Apesar

de a DP estar normalmente associada com o0s sintomas motores, antes do seu
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aparecimento ha a presenca dos sintomas ndao motores da doenca. (BARONE, 2010;
SCHAPIRA; CHAUDHURI; JENNER, 2017).

C:z: !-"o iti Olhos
= cit cognitivo 5
- Deméncia - Vl_sac a_mbm;ada
- Alucinagbes - Diplopia
- Ansiedade
- Depressio Nariz
- Apatia - Déficit
- Fadiga olfativo
- Distirbios do sono
Boca
- Sialorreia
- Hipofonia
- Disfagia
Ombros
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Coragao

- Hipotens3o postural
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A
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- Redugdo de libido
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FIGURA 2. Sintomas ndo motores que podem estar presentes no paciente com Doenca de Parkinson.
Fonte: Adaptado de Schapira; Chaudhuri; Jenner, (2017)

Grande parte dos sintomas descritos na imagem acima estéo relacionados com
0 comprometimento de neurdnios dopaminérgicos e colinérgicos (sistema nervoso
autbnomo). Além disto, algumas regifes cerebrais estdo envolvidas, como o bulbo
olfatério e amigdala (Hiposmia), cértex occipital (alucinacdes), ganglios da base
(ansiedade), éareas corticais e limbicas (depressdo), cértex frontal (disfuncdo
cognitiva), hipotalamo e formacao reticular (distirbios do sono), locus coeruleus,
ndcleos da rafe, amigdala e tdlamo (dor) (SCHAPIRA; CHAUDHURI; JENNER, 2017).

Braak et al. (2003) propuseram mecanismos para o desenvolvimento da DP.

Em seu estudo, foi proposto que o estimulo inicial para o desenvolvimento da doenca
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seria 0 contato/estimulo de patégenos ou toxinas ambientais sobre os neurbnios
entéricos e olfatorios, atuando como um gatilho para a agregacéo de a-sinucleina, que
€ uma proteina neuronal associada a DP (STOLZENBERG et al.,, 2017). Apés a
formacdo da a-sinucleina ha a sua disseminacao para o sistema nervoso central,
através do nervo vago e do bulbo olfatério, podendo chegar até a SNpc, contribuindo
para a degeneracdo neuronal, através de diversos mecanismos, como 0 estresse
oxidativo (BRAAK et al., 2003).

A a-sinucleina esta relacionada com a formacéo dos corpusculos de Lewy, que
sdo agregados proteicos, considerados como uma das principais caracteristicas
patolégicas encontradas em pacientes com DP (post mortem) (STOLZENBERG et al.,
2017).

Outra marcante caracteristica patolégica da doenca € a reducdo da
pigmentacdo da SNpc. A degeneracado dos neurbnios leva a esta reducdo, uma vez
que, tais neurbnios produzem neuromelanina, que é responsavel por esta coloracéo.
A neuromelanina é produzida através da oxidacdo de catecolaminas, como a
dopamina. A producao e acumulagao de neuromelanina se inicia em fases iniciais da

vida humana, e em situacdes fisioldgicas ndo ha a sua excre¢do (ZUCCA et al., 2014).
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A. Normal B. Parkinson’s
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Caudate
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FIGURA 3. Comparacéo entre aspectos fisiopatoldgicos entre um paciente (A) normal e um com a (B)
Doenca de Parkinson. Nos pacientes acometidos com a doenca ha a reducdo de neurbnios da via
nigroestriatal, além da reducéo da pigmentacdo (neuromelanina) da substancia negra parte compacta.
Fonte: Dauer; Przedborski, (2003b)

Apesar dos inumeros esforcos para tentar elucidar os aspectos que levam a
este quadro fisiopatoldgico, ainda ndo se sabe exatamente o que leva ao
desenvolvimento da doenca (DOVERO; GROSS; BEZARD, 2016).

2.1.4 Etiologia

A DP é uma doenca neurodegenerativa que ndo possui uma etiologia muito
bem estabelecida (HOANG, 2014). Apesar de ndo se saber, de maneira bem
elucidada, como e o que leva ao desencadeamento da doenca, acredita-se que
fatores genéticos e ambientais possam estar envolvidos, podendo atuar até mesmo
de maneira concomitante (SCHAPIRA; JENNER, 2011).

Entre os fatores genéticos, o primeiro a ser descoberto, ha 20 anos atras, foi
uma mutacdo no gene SNCA, que codifica a proteina a-sinucleina
(POLYMEROPQULOS et al.,, 1997). Desde entdo, diversos genes tem sido
associados a doenca, principalmente com a forma familiar (KOROS; SIMITSI;
STEFANIS, 2017). A mutacado mais frequente dos pacientes com DP ocorre no gene
da LRRK2 (leucine-rich repeat kinase 2), uma mutacdo autossdmica-dominante

(LILL, 2016), que codifica uma proteina que parece estar associada ao transporte
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vesicular intracelular (ROOSEN; COOKSON, 2016). Dentre as mutacdes
autossOmicas recessivas, as principais sao: Parkin (KITADA et al., 1998), PINK1 e DJ-
1 (BONIFATI et al., 2005), sendo que todas estéo associadas ao parkinsonismo juvenil
(KOROS; SIMITSI; STEFANIS, 2017).

Outro importante fator associado com a doenca é a exposicdo a pesticidas
agricolas e toxinas ambientais (TIMPKA, 2017). O papel destes fatores ambientais na
doenca surgiu a partir da descoberta da neurotoxina MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina) a partir dos estudos de Langston et al. (1984), que demonstraram
uma alta seletividade deste composto para a regido da substancia negra, localizada
no mesencéfalo, de primatas e ndo-primatas. Anteriormente a este estudo, Davis et
al. (1979) ja haviam descrito o caso de um paciente com quadro de parkinsonismo, o
qual se desenvolveu apés a utilizagdo de drogas analogas a meperidina (analgésico
opiaceo), sintetizadas por ele mesmo. Neste processo de sintese do analogo de
meperidina houve a formacéo do MPTP, que € um composto secundario desta sintese
(LANGSTON; LANGSTON; IRWIN, 1984).

A patrtir disto, novos estudos tentaram elucidar o papel de toxinas sobre a
etiopatogenia da doenca onde foram descobertos o papel da rotenona (BETARBET
et al., 2000) e do paraquat (KUTER et al., 2007), os quais atualmente sdo utilizados
como modelo para a inducéo de DP (UVERSKY, 2004).

Como j& citado anteriormente, Braak et al. (2003) introduziram uma hip6tese
sobre a influéncia destes fatores ambientais sobre a doenca, sugerindo que estas
toxinas promoveriam estimulos celulares que resultariam na formacdo de a-
sinucleina, a qual se disseminaria entre os neurénios, semelhantemente a proteinas
infecciosas denominadas como prions (BRUNDIN; MELKI, 2017), desencadeando um
processo de neuroinflamagéo e estresse oxidativo (DEAS et al., 2016).

A neuroinflamacdo crénica é um importante fator fisiopatolégico que esta
intimamente relacionado com a degeneracao neuronal na DP. Anédlises em modelos
animais da doenca e em pacientes com DP post-mortem indicaram a presenca de
neuroinflamacéo através do aumento de citocinas pro-inflamatérias e ativacdo das
células da glia. Acredita-se, portanto, que o aumento destes fatores resulta no
aumento da degeneracao neuronal (WANG,; LIU; ZHOU, 2015). O aumento do nimero
de células da microéglia foi descrito em diversas regides cerebrais, como na substancia
negra, estriado e hipocampo (MANOCHA et al.,, 2017). Aléem da microgliose, foi

verificado a hipereatividade de astrécitos, que sdo responsaveis pelo metabolismo e
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fluxo sanguineo cerebral (TJALKENS; STREIFEL; MORENO, 2017), e aumento de
fatores inflamatdrios oriundos do sistema imunologico periférico, como: aumento de
IL-2 (interleucina-2), IL-6 (interleucina-6), IL-1p3 (interleucina 1 beta) e TNF-a (fator de
necrose tumoral alfa) (HIRSCH; HUNOT, 2009).

Associado ao processo de neuroinflamacéo, o estresse oxidativo € outro fator
importante no processo de degeneracdo neuronal (TAYLOR; MAIN; CRACK, 2013).
O estresse oxidativo € causado pelo aumento de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (ROS e NOS), que sdo moléculas altamente reativas, e que podem causar
diversos efeitos deletérios no organismo (MOTHERWELL; ZUO, 2013). Além do
aumento destas espécies reativas, o0 estresse oxidativo € também caracterizado pela
deplecdo dos sistemas antioxidantes, como a catalase (CAT), superoxido dismutase
(SOD), glutationa reduzida (GSH), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase
(GR) (FRANCO et al., 2017; NIRANJAN, 2014).

O aumento de espécies reativas promove diversos efeitos deletérios sobre a
célula, incluindo a modificacé@o de proteinas, lipideos e até mesmo sobre o DNA (&cido
desoxirribonucleico) (MOTHERWELL; ZUO, 2013). Tais efeitos danosos resultam em
diversas alterac6es que podem levar a apoptose, como alteracdo de mecanismos de
transporte, morfologia celular (dano sobre a membrana celular), alteracdes no
metabolismo, sinalizacdo e ciclo celular, assim como a formacdo de mutacbes
genéticas e ativacao de respostas inflamatoérias (RANI et al., 2016).

A neuroinflamacéao, disfungcdo mitocondrial e o0 metabolismo da dopamina séo
as principais fontes de ROS e NOS na DP (SARRAFCHI et al., 2016; YAN; WANG,;
ZHU, 2013).

A disfuncdo mitocondrial ocorre em resultado de diversos defeitos
bioenergéticos e de mutacbes no DNA mitocondrial, assim como, mutacdes
relacionadas a mitocéndria no DNA nuclear. Estes efeitos promovem diversas
alteracdes, como modificacBes na morfologia mitocondrial e alteragdes no transporte
de moléculas (BOSE; BEAL, 2016). Estas modificacdes mitocondriais levam ao
aumento da concentracao de radicais livres dentro da célula, gerando efeitos nocivos
em importantes componentes celulares, como a membrana lipidica (através de
reacOes de peroxidacgéo lipidica), proteinas celulares e no DNA (MOTHERWELL,;
ZUO, 2013).

O primeiro estudo que demonstrou o efeito da disfuncédo mitocondrial sobre a

etiopatogenia da DP foi, novamente, o estudo de Langston et al. (1984) que
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demonstraram que o efeito deletério induzido pelo MPTP teve um efeito inibitorio
sobre o complexo mitocondrial I, que € um dos componentes da cadeia transportadora
de elétrons. Outras toxinas como o paraquat e rotenona também estdo associados a
disfungé&o mitocondrial (HEINZ et al., 2017; RECZEK et al., 2017).

Além do papel das toxinas, também foi demonstrada a participacdo de
mutacdes na inducdo do estresse oxidativo (BOSE; BEAL, 2016). Um exemplo é a
mutacao do gene que codifica a proteina DJ-1, que atua como uma peroxirredoxina
mitocondrial (ANDRES-MATEQOS et al., 2007), neutralizando ROS. Assim como outras
mutaces, como a SNCA, Parkin, PINK1, LRRK2 e VPS35, que também parecem
estar associadas ao desenvolvimento da disfun¢cao mitocondrial (BOSE; BEAL, 2016).

Assim como a disfungdo mitocondrial, 0 metabolismo da dopamina também
esta associado ao aumento de ROS. A dopamina pode ser metabolizada por uma via
enzimatica e uma ndo-enzimatica e ambas resultam na formacéao de ROS (FOLLMER,;
NETTO, 2013; SARRAFCHI et al., 2016).

Durante o processo enzimatico de oxidagdo da dopamina pela enzima MAO
(monoamina oxidase) ocorre a formacgéo de peroxido de hidrogénio, que € o substrato
para a formacdo de radicais superoxido. Esta oxidacdo promove a formacdo de
DOPAL (3,4-Diidroxifenilacetaldeido), que quando metabolizado também gera a
formacdo de radicais superoxido (FOLLMER; NETTO, 2013).

Enquanto isso, na via ndo-enzimatica, a dopamina é auto-oxidada formando o
radical dopamina semi-quinona e dopamina quinona, que sado substrato para a
formacdo de neuromelanina, mas que também promovem efeitos deletérios sobre o
neurdnio (BURBULLA et al., 2017; FOLLMER; NETTO, 2013).

2.1.4.1 Modelo animal da 6-hidroxidopamina (6-OHDA)

A 6-OHDA é uma neurotoxina derivada da dopamina que quando acumulada
no citosol induz a citotoxicidade de neurbnios catecolaminérgicos (RODRIGUEZ-
PALLARES et al., 2007). Esse acumulo se da através do sistema de transporte de
catecolaminas e, por isto, esta neurotoxina possui uma caracteristica seletiva para
estes neurdnios (BLUM et al., 2001).
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FIGURA 4. Relacéo estrutural entre dopamina e 6-hidroxidopamina
Fonte: O Autor.

Atualmente, a 6-OHDA representa uma das toxinas mais utilizadas como
modelo de indugdo de DP. Por conta de ndo apresentar caracteristicas lipossoluveis,
a 6-OHDA ndo consegue atravessar a barreira hematoencefalica, devendo, portanto,
ser administrada diretamente na estrutura cerebral que se deseja lesionar (BLUM et
al., 2001).

O mecanismo de acdo da lesdo provocada pela 6-OHDA esti associado a
promocdo de estresse oxidativo, através da inibicdo do complexo | da cadeia
mitocondrial, levando a um aumento de ROS (GLINKA; YOUDIM, 1995; KUPSCH et
al., 2014). Outros mecanismos deletérios estdo associados a 6-OHDA, como a
formacdo de radical superoxido decorrente da oxidacdo da 6-OHDA (MAZZIO;
REAMS; SOLIMAN, 2004), deplecao de sistemas antioxidantes como a SOD, GSH e
catalase (KUNIKOWSKA; JENNER, 2001; SHIMIZU et al.,, 2002), e ativacdo de
processos inflamatérios (SANTIAGO et al., 2015).

A partir disto, 0 modelo da 6-OHDA garante caracteristicas importantes para a
avaliacao do tratamento proposto neste estudo.

2.1.5 Tratamento

Atualmente ndo existem tratamentos que impecam a progressao da doenca e,
portanto, os tratamentos que existem sdo paliativos e sintomaticos. A monoterapia
com a levodopa € considerada como “padrao ouro” para a DP, uma vez que ela € uma
substéancia precursora da dopamina e, portanto, causa uma melhoria significativa dos
sintomas motores da doenca (CONNOLLY; LANG, 2014; TITOVA; JENNER;
CHAUDHURI, 2017). Outras estratégias farmacoldgicas séo: levodopa + carbidopa
(inibidor da conversao da levodopa em dopamina na periferia), inibidores da MAO e

da COMT (catecol-O-metiltransferase) que participam da metaboliza¢gdo da dopamina,
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farmacos anticolinérgicos (geram a reducdo de acetilcolina e melhora dos sintomas
motores) e amantadina (mecanismo desconhecido) (LAURENCIN et al., 2016).

Novos alvos terapéuticos tém sido buscados para o tratamento da doencga,
visando impedir a morte neuronal e as vias que levam a este processo (REGLODI et
al., 2017).

As substancias antioxidantes presentes em extratos vegetais tem se
demonstrado uma possivel estratégia farmacoldgica para o tratamento da DP
(SARRAFCHlI et al., 2016). Apresentando tais caracteristicas, os compostos fendlicos
ou polifendis tem demonstrado importantes efeitos antioxidantes e antiinflamatorios
(REGLODI et al., 2017), atuando até mesmo na prevencao da disfuncdo mitocondrial
(KARUPPAGOUNDER et al.,, 2013) e da fibrilogénese de proteinas como a a-
sinucleina e B-amildide (Doenca de Alzheimer) (BIESCHKE et al., 2010).

Em funcdo de tais evidéncias, este estudo propfe a avaliacdo do efeito
neuroprotetor de um extrato vegetal que apresenta uma atividade antioxidante bem

estabelecida na literatura.

2.2 Passiflora alata

O género Passiflora € o mais amplo género da familia Passifloraceae,
correspondendo a cerca de 600 espécies (ULMER; MACDOUGAL, 2004). A espécie
mais estudada e que estd presente em diversas farmacopeias internacionais, como
na farmacopeia americana, é a Passiflora incarnata (AMERICAN HERBAL
PHARMACOPOEIA, 2011). A farmacopeia brasileira apresenta as espécies Passiflora
alata e a Passiflora edulis, uma vez que a P. incarnata ndo é nativa do Brasil e,
portanto, ndo se adapta ao clima tropical (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010;
WOSCH et al., 2015). As plantas do género Passiflora estdo amplamente distribuidas
nas regides tropicais e temperadas da América, além de outras regides tropicais do
planeta, como no sul da Asia e na Australia (XU et al., 2016).

O nome Passiflora advém dos exploradores espanhois, que documentaram no
século XVI a existéncia da planta (P. incarnata). Para eles, a flor da planta simbolizava
a paixao (passion) de Cristo (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004).

A Passiflora alata teve sua primeira documentacdo em 1788, € uma planta
conhecida popularmente como o maracujazeiro-doce, sendo nativa da América do

Sul, especialmente do Brasil (NORIEGA et al., 2011). E caracterizada botanicamente
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por ser uma planta trepadeira (contendo a presenca de gavinhas), com folhas no
formato oval-oblonga, de diametro entre 7-20 cm de comprimento e 4-15 cm de
largura, além disto, possui frutos amarelados de sabor adocicado e aromatico e flores
exuberantes, tal como mostrado na figura abaixo. (NORIEGA et al., 2011; WOSCH et
al., 2015).

FIGURA 5. Passiflora alata Curtis.
Fonte: O Autor.

Dentre os componentes quimicos presentes na P. alata, os mais importantes
sdo os pertencentes a classe dos flavonoides (PEREIRA et al., 2004), dentre eles:
vitexina (composto majoritario das folhas) (MADOGLIO, 2011), isovitexina, orientina,
isoorientina (DE-PARIS et al., 2002; WOSCH et al.,, 2017), rutina (MORAES;
VILEGAS; LANCAS, 1997), apigenina e hiperosideo (MULLER, 2006) , além de
diversos outros compostos (NORIEGA et al., 2011). Além dos flavonoides, outros
classes de metabdlitos estdo presentes na planta, como saponinas
(quadrangulosideo) (BIRK et al.,, 2005; REGINATTO et al., 2004) e alcaloides
(harmalol, harmol) (MULLER, 2006).

A vitexina e a isovitexina possuem diversos estudos farmacocinéticos descritos
na literatura (HE et al., 2016). A sua absorcao intestinal € baixa (WANG et al., 2015),
devido a interacbes com alimentos e com a flora intestinal. Essa interacdo pode
promover a sua conversao em apigenina (BRAUNE; BLAUT, 2012; HE et al., 2016),
que também é um flavondide. Xue et al. (2014) demonstraram que as concentracdes
plasmaticas de vitexina sdo baixas, e que isto pode ocorrem em funcdo do extensivo
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efeito de primeira passagem intestinal, além de influéncias hepaticas e gastricas. No
estudo de Wang et al. (2015), mostrou-se que a vitexina pode promover um efeito de
inducdo ou inibicdo enzimatica, dependente de concentragdo, sobre as enzimas do
CYP2C11 e também sobre o CYP3Al, porém, nao tendo efeitos sobre o CYP1A2.
Além disto, a vitexina possui alta ligacéo as proteinas plasmaticas (TONG; WU, 2012)
e € amplamente distribuida em diversos tecidos (tendo menor afinidade por tecidos
lipofilicos)(TONG,; LIU, 2007).

FIGURA 6. Estrutura quimica da vitexina, um flavondide considerado como o composto majoritério
das folhas da Passiflora alata.
Fonte: Noriega et al., (2011).

Os flavonoides sdo compostos oriundos do metabolismo secundario de plantas
(sendo um dos principais compostos responsaveis pela coloracao de flores) e fazem
parte da classe dos compostos fendlicos (polifenois) (KUMAR; PANDEY, 2013). Estes
compostos possuem diversas atividades farmacoldgicas, porém a mais encontrada na
literatura é a atividade antioxidante (KUMAR; PANDEY, 2013). Além disto, também
sao identificadas atividades sobre o SNC (DOVICHI; LAJOLO, 2011).

Apesar da existéncia da barreira hematoencefalica e da caracteristica
hidrofilica dos compostos fendlicos e flavonoides, estudos tem apontado que a
captacdo destas substancias para o SNC pode ocorrer em fungdo de um possivel
envolvimento de transportadores, como os da familia ABC (como o BCPR) e também
a Pg-p (Glicoproteina p) (YOUDIM; SHUKITT-HALE; JOSEPH, 2004)(YOUDIM;
SHUKITT-HALE; JOSEPH, 2004).

As plantas do género Passiflora possuem inUmeras aplicacdes terapéuticas,
estando principalmente relacionadas a atividades sobre o SNC (sistema nervoso
central), como as atividades antidepressiva, ansiolitica, sedativa, anticonvulsivante,
além de propriedades anti-inflamatéria, antimicrobiana e antioxidante e antitumoral
(TIWARI et al., 2016).
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Dentre as propriedades farmacologicas da Passiflora alata demonstradas na
literatura, pode-se citar: atividade ansiolitica e sedativa (BARBOSA et al., 2008; KLEIN
et al., 2014; OTOBONE et al.,, 2005), anticonvulsivante (OGA et al., 1984), anti-
inflamatéria (FIGUEIREDO et al., 2016a; VARGAS et al.,, 2007), antidiabética
(COLOMEU et al., 2014; FIGUEIREDO et al., 2016a), gastroprotetiva (inibicdo da
formacéo de ulceras) (WASICKY et al., 2015), anorexigénica (BOEIRA et al., 2010;
BRAGA et al., 2013), aumento de colesterol HDL (High-density Lipoprotein) (DOYAMA
et al., 2005), hepato e cardioprotecdo (RUDNICKI, 2005; RUDNICKI et al., 2007), além
da atividade antioxidante (LUGATO et al., 2014a; RAMAIYA; BUJANG; ZAKARIA,
2014; RUDNICKI et al., 2007a, 2007b). Em relacdo a sua toxicidade, no estudo de
Boeira et al. (2010) ndo foram observadas mortes, em camundongos, para as doses
de até 4800mg/Kg (24 horas ap06s o tratamento), além de ndo serem identificadas
alteracdes bioguimicas, hematoldgicas, urinérias e histopatolégicas (figado, coracao,
rins e pulmdes) para as doses de 300mg/Kg (tratamento de 14 dias) em ratos Wistar.
Por outro lado, uma possivel genotoxicidade foi identificada ha mesma dose (BOEIRA
et al., 2010).

As plantas do género Passiflora sdo importantes alvos na busca de
propriedades farmacolégicas sobre o SNC. Além das atividades antidepressiva-
ansiolitica e sedativa, ja bem estabelecidas na literatura, ha a presenca de outros
estudos mostrando sua acao sobre sistemas GABAérgicos (PROVENSI et al., 2008),
promovendo a modulacdo deste sistema através da inibicdo da recaptacdo em
sinaptossomas e interacdo com o receptor GABAs (APPEL et al., 2011) e GABAAa
(JAWNA-ZBOINSKA et al., 2016). Além disto, foram identificados efeitos
anticonvulsivantes, possivelmente ligados ao sistema GABAEérgico em associacdo
com sistema opioide, onde foi observada a supressao da atividade anticonvulsivante
com a utilizacdo de um antagonista do receptor de GABA (Flumazenil) e antagonista
de receptor opidide (Naloxona) (ABBASI et al., 2012; NASSIRI-ASL; SHARIATI-RAD;
ZAMANSOLTANI, 2007). E também, h&a a presenca de estudos mostrando um efeito
nootrépico resultante do tratamento com P. incarnata (JAWNA-ZBOINSKA et al.,
2016), além de neuroprotecao frente a isquemia cerebral (WATTANATHORN et al.,
2012).

Ha também evidéncias de que as Passifloras possam atuar frente a doencas
neurodegenerativas. Dentre elas, ha a presenca de alguns estudos que demonstraram

o efeito neuroprotetor destas plantas frente a excitotoxicidade induzida por glutamato,
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tanto in vivo (SANTOS et al., 2016; TAL et al., 2016) como in vitro (TAL et al., 2016;
XU et al., 2016), mecanismo o qual também esta associado ao desenvolvimento de
estresse oxidativo na DP (AMBROSI; CERRI; BLANDINI, 2014). Além disso ha a
presenca de estudos que mostram que a crisina (flavonoide presente nas flores de
Passifloras), pode atuar prevenindo os efeitos deletérios em um modelo animal de
Doenca de Alzheimer (VEDAGIRI; THANGARAJAN, 2016). Outro estudo relacionado
a doenca de Alzheimer mostra o papel neuroprotetor da vitexina e isovitexina no
modelo de inducdo de toxicidade em células PC12 por ABzs-35 (25-35-amino acid
residue amyloid B-peptide) (GUIMARAES et al., 2015). Em relacdo a DP, os achados
também sdo positivos, uma vez que, alguns estudos tém demonstrado o papel
neuroprotetor das plantas do género Passiflora, assim como alguns de seus
constituintes, os quais atuam beneficamente sobre modelos de DP, prevenindo a
morte neuronal (BRANDAO et al., 2017) e também sobre o aparecimento de sintomas
da doenca (INGALE; KASTURE, 2014).

Porém, na literatura revisada (PubMed, Scielo, Google Scholar, ScienceDirect,
no periodo de outubro/2017 a fevereiro/2018) ndo existem evidéncias de um efeito
neuroprotetor destas plantas frente ao modelo animal de DP induzido pela 6-OHDA,
mostrando a necessidade de maiores estudos relacionados.

Através de tal embasamento tedrico, observa-se um grande interesse na busca
de novos tratamentos para a DP, principalmente naqueles direcionados a prevencéo
do aparecimento dos sintomas ou da progressdao da doenca. Sabendo-se dos
aspectos etiopatoldgicos, os quais estédo ligados ao estresse oxidativo, esfor¢cos tém
sido direcionados na busca de substancias e extratos naturais que possuam atividade
antioxidante e que possam atuar prevenindo estes processos neurodegenerativos.
Portanto, através das evidéncias demonstradas, a Passiflora alata torna-se uma

possivel alternativa terapéutica para o tratamento destas doencas.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

= Avaliar o efeito do tratamento com extrato hidroalcodlico das folhas de
Passiflora alata em um modelo animal de doenca de Parkinson, a fim de

identificar possiveis efeitos neuroprotetores.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliar os efeitos de diferentes doses do extrato hidroalcoodlico de Passiflora
alata nas alteracbes comportamentais induzidas pelo modelo animal de
Doenca de Parkinson da 6-OHDA.

» Avaliacdo do efeito comportamental resultante do tratamento com o extrato
hidroalcodlico de Passiflora alata, em ratos ndo lesionados

» Caracterizar a capacidade antioxidante do extrato, através de metodologias de
captura de radicais livres.

= Determinar a concentracdo de compostos fendlicos e flavonoides.

» Quantificar a concentracdo de glutationa reduzida (GSH) e de catalase no
sangue e no estriado dos animais submetidos a cirurgia estereotaxica.

= Avaliar o perfil hematolégico e bioquimico a fim de investigar possiveis

alteracdes decorrentes do tratamento realizado.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL BOTANICO

A coleta da planta (Passiflora alata Curtis) foi realizada em Curitiba - PR,
Brasil, no periodo de Abril a Junho de 2016.

Uma amostra da planta de aproximadamente 45 cm de comprimento,
contendo a flor e fruto, foi coletada e levada ao Herbario da UEPG para a
realizacdo de uma exsicata a fim de realizar a confirmagao da espécie e registro,
sob numero tombo 21552.

ApOés a coleta, o material foi levado para a Universidade Estadual de Ponta
Grossa, onde foram separadas as folhas e peciolos, os quais foram submetidos
a secagem em estufa a 45°C. Apés a secagem, o material foi triturado e
armazenado, em ambiente protegido da luz e frasco ambar, para posterior

utilizagao.

FIGURA 7. Exsicata da planta Passiflora alata Curtis.
Fonte: O Autor.

4.2 PREPARO DOS EXTRATOS

A extracdo, com a finalidade de se obter um extrato bruto, foi realizada sob
refluxo, até a exaustdo, com o auxilio de aparelho de Soxhlet, utilizando como

solvente uma solugao hidroetandlica a 95% (v/v). Foram utilizados tais



33

parametros de extragcao em fungéo do intuito de se obter um maior rendimento, e
também, da caracteristica hidrofilica dos compostos com caracteristica
antioxidante.

Apéds a extracgdo, o solvente foi evaporado, em banho maria, resultando em
um “extrato seco”, com rendimento de aproximadamente 359 de extrato / 100g de
folhas. Estes “extratos secos” foram armazenados em ambiente refrigerado (4°C)

e protegido da luz.

4.3 CARACTERIZACAO DO PERFIL QUIMICO E DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
DO EXTRATO

O extrato de P. alata contém diversos compostos antioxidantes em sua
composicao, representados principalmente pelos flavonoides e fendlicos, porém,
devido a diferengas climaticas, sazonalidade, composi¢cdo quimica do solo e
indice pluviométrico, a concentracdo destes compostos e a atividade antioxidante
pode ser alterada (GOBBO-NETO & LOPES, 2007; SOZO, 2014; WOSCH et al.,
2017). Portanto, foi necessario avaliar a concentracdao destes compostos do
extrato em estudo, além de determinar a sua atividade scavenger (neutralizagao

de radicais livres) frente a ensaios de captura de radicais livres.

4.3.1 Determinacédo da concentracdo de compostos fendlicos

A concentracdo dos compostos fenodlicos presentes no EHPA foi
determinada através do método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, descrito
por (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999). O reagente de Folin-
Ciocalteau é constituido por uma mistura de acidos fosfomolibdico e fosfotungstico
gue possuem coloracdo amarela. Na presenca de compostos fendlicos, ha a formacao
do complexo molibdénio-tungsténio que possui coloracdo azul, a qual € detectada pelo
espectrofotometro (HACKE, 2017; SHAHIDI; ZHONG, 2015).

Previamente a realizagcdo do experimento com o extrato, foi realizada uma
curva de calibracdo de acido galico (A.G.), utilizando como solvente o metanol. O
experimento foi realizado em placa de 96 pocos, onde foram adicionadas as seguintes
solugdes: 5 pyL do extrato (10mg/mL solubilizado em etanol absoluto), 100 yL do

reagente de Folin-Ciocalteau 10% (v/v) e 100 pL de solu¢ao aquosa de carbonato de
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sodio (Na2CO3) 7,5% (m/v). Apos este procedimento, a placa foi incubada em estufa
a 45°C durante 15 minutos, e entdo foi feita a leitura em espectrofotometro UV/Vis
(Biotek® Synergy H1) no comprimento de onda de 765 nm.

O teor de compostos fendlicos se deu a partir da curva de calibragédo de &cido
galico e o resultado foi expresso mg Eq acido galico/1g de extrato. As analises foram

realizadas em 3 periodos diferentes e em triplicata.

4.3.2 Determinagédo da concentragéo de flavonoides

A concentragcdo de flavonoides foi determinada tal como descrito por
(KOSALEC et al., 2004). Este método se baseia na complexacédo do ion aluminio
Al(lIT) com os grupamentos cetdnicos e hidroxilas das moléculas dos flavonoides.
Esta reacao resulta na formacédo de um complexo estavel de coloragdo amarela,
que é detectada por espectrofotometria (HACKE, 2017; PEIXOTO SOBRINHO et
al. 2012).

Previamente a realizagdo do experimento com o extrato, foi realizada uma
curva de calibracdo com a quercetina (QER). O experimento foi realizado em placa de
96 pocos, onde foram adicionadas as seguintes solucdes: metanol (em diferentes
volumes), 4uL de uma solugédo aquosa de acetato de potassio (CHsCOOK) a 0,1 mol
L, 4 uL de uma solugdo aquosa de cloreto de aluminio (AICI3) 10% (m/v), 112 uL de
agua deionizada e 5uL de extrato (10mg/mL solubilizado em etanol absoluto). Em
seguida foi realizada a leitura em espectrofotémetro UV/Vis (Biotek® Synergy H1)
no comprimento de onda de 420nm.

O teor de flavonoides totais foi calculado a partir da curva padrao de
quercetina e expresso como mg Eq quercetina/lg de extrato. As analises foram

realizadas em 3 periodos diferentes e em triplicata.

4.3.3 Avaliacao da atividade de sequestro de radicais livres pelo extrato

Para esta avaliacdo foram realizados os ensaios DPPH' e ABTS™. A
determinacgao da atividade antioxidante frente a diferentes modelos é importante
para se determinar o possivel mecanismo de inibicdo dos radicais exercido por
este extrato, uma vez que no ensaio do DPPH" o radical utilizado é anibnico e no

ABTS** é cationico.



35

Em ambas as metodologias foram avaliadas 7 concentragbes de extrato: 125
pg/mL, 100 pg/mL, 75 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL e 2,5 pg/mL,
determinadas através de um estudo semelhante (LUGATO et al., 2014b). Para a
obtencdo dessas concentracbes de extrato foram preparadas duas solugdes
“méae” nas concentragdes de 1 mg/mL e 0,1mg/mL, as quais foram obtidas atraves
da solubilizacdo, com o auxilio de aparelho de sonicacdo, do extrato seco em

etanol absoluto.

4.3.3.1 Avaliacao da atividade scavenger do extrato pelo método DPPH*

O método DPPH-* (2,2 Difenil-1-picrilhidrazil) € um dos métodos mais populares
na determinacdo da atividade antioxidante de extratos e substéncias naturais. Isto
ocorre devido a sua facilidade e baixo custo de execucdo (MISHRA; OHJA,
CHAUDHURY, 2012; OLSZOWY; DAWIDOWICZ, 2017). O radical DPPH* em solucao
alcodlica (etanol) possui coloracdo purpura e absorcdo na faixa de 515-531nm
(CONTRERAS-GUZMAN; STRONG, 1982). Na presenca de substancias
antioxidantes, ocorre a reducdo deste radical através da doacao de elétrons ou de
hidrogénio. Com a neutralizac&do do radical € verificado um decréscimo na coloracao
e absorcao (SANTOS, 2015; SUCUPIRA et al., 2012).

O experimento foi realizado segundo Soares et al. (1997), onde foram
pipetados em microtubos: etanol absoluto, 250 pL de uma solug¢do de DPPH a 60
UM (Sigma-Aldrich®) e o extrato nas diferentes concentracfes, ja citadas
anteriormente. ApGs as amostras foram transferidas para uma placa de 96 pocos
e incubadas durante 15 minutos. Em seguida, foi feita a leitura das amostras em
espectrofotometro UV/Vis (Biotek® Synergy H1) no comprimento de onda de 531
nm. Todas as etapas descritas foram realizadas sobre a protecdo da luz. Os
resultados foram expressos em inibicdo radicalar (porcentagem de inibicdo dos
radicais em solugao).

Com o objetivo de comparacdo, também foi determinada a atividade
scavenger do acido ascorbico, que é uma substancia pura com atividade

antioxidante bem estabelecida, nas mesmas concentragdes que o extrato.
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4.3.3.2 Avaliacao da atividade scavenger do extrato pelo método ABTS**

O método ABTS™* assim como o DPPH’, € um método popular na determinacéo
da atividade antioxidante, além de possuir uma boa estabilidade, facilidade e baixo
custo de execucdo (OLSZOWY; DAWIDOWICZ, 2017). O cation ABTS™* é formado a
partir de uma reacdo de complexacdo do ABTS (ndo ionizado) com o persulfato de
potéssio (K2S20s). O céation formado € um croméforo de coloracdo azul-verde, e que
pode ser detectado atraves de espectrofotometria nos comprimentos de onda de 645
nm, 734 nm and 815 nm (RE et al., 1999). Na presenca de substancias antioxidantes,
ha a neutralizacdo deste radical (através da doacédo de um proton ou recebimento de
elétrons) e com isto ocorre a diminui¢cdo da coloracao e absorbancia (RE et al., 1999;
SANTOS, 2015).

O experimento foi realizado segundo Pellegrini (1999), onde foram pipetados
em microtubos: Tampao fosfato de s6dio 10 Mm e pH 7,4; 150 puL da solucdo de
ABTS** 30uM (Sigma-Aldrich®) e o extrato nas diferentes concentracdes. Apos
isto, as amostras foram transferidas para uma placa de 96 pocos e incubadas
durante 10 minutos. Em seguida, foi feita a leitura das amostras em
espectrofotdmetro UV/Vis (Biotek® Synergy H1) no comprimento de onda de 734
nm. Todas as etapas descritas foram realizadas sobre a protecéo da luz.

Com o objetivo de comparacdo, também foi determinada a atividade
scavenger do acido ascérbico, que € uma substancia pura com atividade
antioxidante bem estabelecida, nas mesmas concentracées que o extrato.

Os resultados foram expressos em inibicdo radicalar (porcentagem de
inibicAo dos radicais em solucdo) e ICso (concentragdo inibitéria para 50% dos
radicais em solugao).

4.4 ANIMAIS

O estudo foi realizado utilizando ratos machos da linhagem Wistar, com 3
meses de idade e peso de aproximadamente 300g, procedentes do biotério da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, mantidos em biotério climatizado (22°C
t+ 2°C), com ciclo claro/escuro de 12 horas, com comida e agua ad libitum. O
projeto foi previamente aprovado pelo comité de ética da UEPG (Protocolo

046/2016), para a realizacao dos experimentos.
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Além disto, foram utilizados ratos jovens com aproximadamente um més de
idade, cedidos temporariamente pelo biotério da UEPG, para a realizagao do teste

de reconhecimento social.

45 AVALIACAO DO EFEITO COMPORTAMENTAL RESULTANTE DO
TRATAMENTO COM O EXTRATO HIDROALCOOLICO DE Passiflora alata.

Esta avaliagdo teve como objetivo verificar possiveis alteracbes
comportamentais resultantes do tratamento com o extrato de Passiflora alata. Para
isto, foram utilizados 44 animais que foram divididos em 4 grupos experimentais

guanto ao tratamento, descritos na tabela abaixo:

TRATAMENTOS

Grupo Controle (n=10)

Passiflora alata 100 mg/kg/dia de EHPA (n=11)

Passiflora alata 200 mg/kg/dia de EHPA (n=11)

Passiflora alata 300 mg/kg/dia de EHPA (n=12)

TABELA 1. Grupos experimentais utilizados para avaliagdo do efeito per se de diferentes doses do
extrato sobre modelos comportamentais.
Fonte: O Autor

Os extratos administrados foram preparados a partir do EHPA seco, o qual
foi pesado e suspenso em agua. O tratamento foi realizado diariamente durante
14 dias. Para isto, foram preparadas 3 solugbes com as concentragcbes de
30mg/mL, 60mg/mL e 90mg/mL (correspondente aos grupos: 100mg/kg/dia,
200mg/kg/dia e 300mg/kg/dia respectivamente) e cada animal recebeu 1 mL de
extrato ou de veiculo (agua), por via oral, através da gavagem.

Para a definicdo das doses (citadas acima) a serem utilizadas neste trabalho,
foi realizado um experimento piloto (n=30), baseado em Klein et al. (2014), em que 0s
animais receberam, por via oral, 1 mL do extrato de P. alata nas doses de 300 mg/kg
(n=10) e 600 mg/kg (n=10), além do grupo controle (n=10). Apés 30 minutos da
administragdo foram realizados o teste de labirinto em cruz elevado e o teste de

natacdo forcada. Em ambos os testes, as doses utilizadas resultaram em um efeito
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sedativo (dados ndo mostrados), porém, como este efeito deveria ser descartado das
analises realizadas, uma vez que seriam avaliados comportamentos do tipo
depressivo, novas doses foram definidas, sendo elas: 100 mg/kg/dia, 200 mg/kg/dia e
300 mg/kg/dia.

4.5.1 Testes comportamentais

Os testes comportamentais foram iniciados apds 14 dias de tratamento,

seguindo a ordem descrita na linha do tempo, abaixo.

TRATAMENTO
14 DIAS
Reconhecimento Reconhecimento Natagdo
DIAO Social DIA 20 de Objetos DIA 22 Forgada
—-»
DIA 19 DIA 21 - DIA 24
Labirinto em
Campo Aberto

Cruz Elevado

FIGURA 8. Ordem cronol6gica dos testes comportamentais realizados.
Fonte: O autor.

Todos os testes foram realizados no periodo da tarde. Além disto, os testes
foram gravados para posteriores analises.

4.5.2 Avaliagcdo de memoria

4.5.2.1 Teste de Reconhecimento Social

O teste de reconhecimento social foi inicialmente descrito por Dantzer et al.
(1987) e posteriormente padronizado por Prediger e colaboradores (PREDIGER et al.,
2006; PREDIGER; TAKAHASHI, 2003). Este teste é baseado no fato de que os
roedores gastam um tempo maior investigando novos individuos do que individuos ja
familiarizados, e este reconhecimento normalmente se da por sinais olfatorios
(DANTZER et al., 1987).

O teste de reconhecimento social foi realizado no 19° dia, apds o inicio do

tratamento. Este teste necessita que haja um isolamento prévio dos animais (o qual
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foi realizado durante os 4 dias anteriores a realizacdo do teste) para que o animal
esteja ambientado em sua caixa moradia e assim evitando vieses. Além disto, foram
utilizados ratos jovens, os quais foram cedidos, temporariamente para uso apenas
neste experimento, pelas funcionarias do biotério da UEPG.

O teste consiste em duas apresentacdes de um rato jovem ao rato adulto, em
sua caixa moradia (este € um fator importante, como ja dito anteriormente, uma vez
que diferentes odores podem alterar o tempo de investigacdo do animal). Estas
apresentacdes tiveram duragdo de 5 minutos cada e um intervalo de
aproximadamente 30 minutos entre elas. A primeira apresentacdo tem como objetivo
“apresentar” o rato jovem para o rato adulto, enquanto que a segunda tem como
objetivo avaliar se o animal lembra do rato jovem. Durante as apresentacdes foram
avaliados os tempos de investigacao do rato adulto sobre o rato jovem. Apds cada
investigacao o rato jovem foi retirado da caixa do rato adulto, ficando isolado em outra

caixa.

A B

30 min

FIGURA 9. Representacédo do teste de reconhecimento social. (A) Primeira exposicdo — Nesta primeira
fase o animal adulto interage com o rato jovem, através de atos de aproximacao, cheirar e lamber. (B)
Segunda exposi¢cdo — Ratos adultos controle interagem menos com 0 rato jovem ha segunda
exposi¢do, uma vez que eles recordam daquele individuo.

Fonte: O Autor

Este teste tem como objetivo a analise de memaria de curta duragdo (MOURA,
2008). Diversos autores demonstraram que um intervalo maior que 60 minutos resulta
numa perda desta memoria (DANTZER et al., 1987; PREDIGER et al., 2006; THOR,;
HOLLOWAY, 1982), uma vez que 0 tempo de interacdo na segunda exposicdo se
torna igual ao da primeira.

A partir destas analises foi possivel determinar a taxa de duracdo de
investigacdo ou RID (Ratio of Investigation Duration), que corresponde a raz&do entre
a segunda exposicéo sobre a primeira exposicdo (PREDIGER; TAKAHASHI, 2003).

Quanto maior o valor do RID, menor é a capacidade de reconhecimento do animal.
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4.5.2.2 Teste de Reconhecimento de Objetos

O teste de reconhecimento de objetos € um teste de memoria que avalia a
memoéria declarativa episodica de roedores (ENNACEUR, 2010). Este teste foi
baseado no comportamento exploratorio destes animais (RAJAGOPAL et al., 2014),
e foi inicialmente descrito por Ennaceur e Delacour (1988), e posteriormente adaptado
por Prickaerts et al. (2002).

Previamente, 24 horas antes da realizacdo do teste, o animal é posicionado em
uma caixa de madeira (campo aberto) permanecendo durante 5 minutos, a fim de que
haja uma adaptacdo ao local. O método, que foi realizado no 21° dia, consiste em
duas apresentacbes a objetos em um intervalo de 30 minutos. Na primeira
apresentacao o animal é colocado no centro da caixa de madeira onde estéo 2 objetos
idénticos, posicionados a 10 cm da parede das caixas, permanecendo durante 3
minutos.

Entre cada exposi¢cdo, os objetos e a caixa foram higienizados com uma
solucdo aquosa de alcool 5% para evitar possiveis vieses no teste. Apos 30 minutos,
na segunda exposicéo, o animal é posicionado na mesma caixa contendo um objeto
antigo (que ja lhe foi apresentado) e um objeto novo (com formato e coloragéo

diferentes), permanecendo, também, durante 3 minutos.

30 min

FIGURA 10. Teste de reconhecimento de objetos. (A) Primeira exposicdo e (B) Segunda exposicéo.
Fonte: O Autor.

Atraves destes dados é possivel calcular o escore de discriminacao (ED), que
representa o quanto o animal consegue diferenciar tais objetos apresentados. O ED é

calculado a partir da seguinte equacao:
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ED = Tempo de exploracdo do objeto antigo — Tempo de exploracdo do Objeto novo
Tempo total nas duas exploracdes

4.5.3 Avaliagéo da atividade locomotora

4.5.3.1 Teste do Campo Aberto

O teste do campo aberto é um modelo classico para avaliacdo da atividade
locomotora, além de ser utilizado para determinar o comportamento do tipo ansioso
(LAETITIA; CATHERINE, 2003; ZIMCIKOVA et al., 2017).

Este teste foi realizado no dia seguinte ao teste de reconhecimento social (20°
dia). Para a sua realizacao foi utilizado uma caixa de madeira, medindo 100 x 100 cm
e 40 cm de altura, piso de cor branca dividido em 25 quadrados (20 x 20 cm cada). O
animal foi posicionado no centro desta caixa e foram permitidos 5 minutos de
exploracdo. Os parametros analisados foram a ambulacdo (determinada através do
namero de linhas cruzadas pelas patas traseiras), nimero de rearings (levantadas) e

o tempo de permanéncia no centro e na periferia.

/ [/

////

100 cm

40 cm

FIGURA 11. Teste do campo aberto. O animal é posicionado no quadrado central. Os quadrados azuis
séo a periferia, que € uma zona de maior seguranca ao animal, devido a menor exposi¢ao e ao contato
das suas vibrissas com a parede da caixa. Por outro lado, os quadrados vermelhos representam o
centro, que é considerado como um ambiente “mais perigoso”, devido a maior exposigao.

Fonte: O Autor.
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4.5.4 Avaliacdo do comportamento do tipo ansioso

4.5.4.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

O estudo que deu base ao teste do labirinto em cruz elevado foi o de
Montgomery (1958), que propds que apds um novo estimulo o rato apresenta um
comportamento do tipo aproximacdo/esquiva, que é evocado por reacdes de
curiosidade e medo. Posteriormente, Pellow et al. (1985) padronizaram e validaram
farmacologicamente o teste do labirinto em cruz para ratos.

O aparato para a realizacao do teste consiste em dois bracos abertos ( 50cm x
10cm) e de 2 bragos fechados (50cm x 10cm x 40cm), dispostos de maneira oposta,

tal como demonstrado na figura 12, abaixo.

40 cm

FIGURA 12. Teste do Labirinto em Cruz Elevado.
Fonte: O Autor.

O teste foi realizado no dia seguinte da realizacdo do teste de reconhecimento
de objetos, no 22° dia. Ele consiste em posicionar o animal no centro do aparato,
possibilitando a sua exploracdo durante 5 minutos. Os parametros analisados séo o
tempo em que o animal permanece nos bragos fechados, abertos e centro, além de,

determinar a frequéncia de entradas em cada braco.
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4.5.5 Avaliacdo do comportamento do tipo depressivo

4.5.5.1 Teste de Natagédo Forcada

O teste de natacdo forcada é o teste mais utilizado na identificacdo de
substancias antidepressivas (PETIT-DEMOULIERE; CHENU; BOURIN, 2005). O
modelo foi proposto por Porsolt et al. (1978) que propde a observacéo do tempo de
imobilidade do animal durante o teste, uma vez que, um tempo de imobilidade maior
esta associado a uma desisténcia de fuga daquele ambiente, estando associado a um
sintoma depressivo.

Para a realizacdo do teste foi utilizado um cilindro de plastico opaco, com
didmetro de 20 cm e altura de 50 cm. Este cilindro é preenchido com agua (+ 22 a
25° C) até a altura de 30 cm do cilindro. O teste de natacao forcada consistiu em duas
sessfes, sendo a primeira uma sessao de treino (pré-teste), que foi realizada no dia
seguinte da realizacdo do labirinto em cruz (23° dia), e uma segunda sessao, que € 0
teste em si, realizado 24 horas apds a sessao de treino (24° dia). Na sessao treino, o
animal é colocado dentro do cilindro, permanecendo durante 15 minutos, tendo como
objetivo a ambientacdo do animal as condi¢cBes do teste.

Durante a sesséo de teste, o animal é novamente colocado dentro do cilindro,
permanecendo durante 5 minutos, e sdo avaliados os seguintes parametros: tempo
de imobilidade (realizacdo de movimentos minimos para a flutuacéo), tempo de
natacdo (movimentos circulares) e tempo de escalada (movimentos verticais
associados a tentativa de fuga do cilindro), tal como esquematizado na figura 13,

abaixo.
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50 cm

/Ik

30cm

20 cm

FIGURA 13. Teste de natacgdo forcada, representando os movimentos de (A) natagdo, de (B)
escalada e de (C) imobilidade.
Fonte: O Autor.

ApOs cada sessdao, os animais foram secados e colocados novamente em suas
caixas. E importante ressaltar também que apds cada troca de animal é realizada a

troca da agua do cilindro, a fim de evitar alteracfes na temperatura e na presenca de

odores.

4.6 AVALIACAO DO EFEITO DO EXTRATO EM UM MODELO ANIMAL DE DOENCA
DE PARKINSON.

Para a avaliagdo do efeito do extrato em um modelo animal de doenca de

Parkinson foram utilizados 57 animais, dispostos nos seguintes grupos experimentais:
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GRUPOS EXPERIMENTAIS

SHAM + Controle (Veiculo) (n=11)

6-OHDA + Controle (Veiculo) (n=12)

6-OHDA + 100 mg/kg/dia de EHPA (n=11)

6-OHDA + 200 mg/kg/dia de EHPA (n=12)

6-OHDA + 300 mg/kg/dia de EHPA (n=11)

TABELA 2. Relagao dos grupos experimentais para a avaliagao do efeito dos extratos sobre um
modelo animal de doenga de Parkinson.
Fonte: O Autor

Os animais foram divididos em 5 grupos, onde o grupo SHAM + Controle
corresponde aos animais falso-operados, com a administracdo de veiculo (agua)
durante o tratamento. Os grupos 6-OHDA correspondem aos animais em que foi
realizada a administracao de 6-hidroxidopamina, para a inducédo do modelo de doenca
de Parkinson. Antes da realizacdo dos tratamentos, os animais foram submetidos a
cirurgia estereotaxica, que tem como objetivo a administracdo de 6-OHDA, descrita
no topico 4.6.1, a seguir.

Os extratos administrados foram preparados a partir do extrato seco, o qual
foi pesado e suspenso em agua (veiculo). O tratamento iniciou-se no dia seguinte
a cirurgia estereotaxica e tendo uma duracgéo de 14 dias. Cada animal recebeu 1
mL de extrato ou de veiculo, por via oral, através da gavagem, tal como descrito

no item 4.5.

4.6.1 Cirurgia estereotéaxica

A cirurgia estereotaxica tem como objetivo a administragdo de substancias
em areas especificas do encéfalo (PAXINOS et al., 1985). A utilizagdo deste
procedimento resulta na reprodutibilidade das infusdes realizadas e da lesao
gerada (POCHAPSKI, 2016).

Para a lesao na via nigroestriatal, o procedimento foi realizado de mesma
maneira como descrito por Schamne et al. (2014) e Vecchia et al. (2015), sendo
gque os animais foram previamente anestesiados com tiopental (Thiopentax® —

Cristalia) na concentracado de 50 mg/Kg. Apds a constatagao da sedacgao, o animal
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foi tricotomizado na regiao do cranio.

Aos 15 minutos antes do procedimento cirurgico foi realizada a
administragcdo de nortriptilina (Medley) na concentragdo de 10 mg/Kg por via
intraperitoneal, tendo como objetivo evitar lesdes nos neurdnios noradrenérgicos
e serotoninérgicos decorrentes da administragdo da toxina 6-OHDA.
Posteriormente foi administrado 0,2 mL de penicilina (Aricilina®) 5.000.000 Ul por
via intramuscular, a fim de evitar possiveis infeccbes decorrentes do
procedimento cirurgico.

Apbs estas administragbes, o animal foi posicionado no aparelho
estereotaxico (Insight Laboratories). Em seguida foi realizada a antissepsia do
local com iodopovidona e uma administracdo de anestésico local Xylestesin®
(Lidocaina 2% + vasoconstritor [hemitartarato de epinefrina]) por via subcuténea.

Aos 5 minutos apds a administracdo de anestésico local, foi realizada uma
incisdo com bisturi na pele e tecido muscular acima do cranio do animal.
Posteriormente estes tecidos foram afastados com o auxilio do bisturi de pincas
hemostaticas para que o cranio ficasse evidente. Assim, foi possivel localizar o
bregma e entdo foram ajustadas as coordenadas para a regido do feixe
prosencefalico medial (FPM): - 1,9 mm no sentido anteroposterior a partir do
bregma, £ 1,9 mm no sentido médio-lateral a partir do bregma e - 7,9 mm no sentido
dorsoventral a partir do cranio, as quais estédo descritas no atlas de Paxinos e Watson
(2005).

Com uma broca de baixa rotacao (Beltec LB2000®) foi feita a perfuracao
do cranio permitindo o acesso da agulha para a infusdo. A infusao foi realizada
com o auxilio de bomba infusora (Harvard Apparatus Ltda.), onde foram
administrados 1 pL da solugdo de 6-OHDA na concentracdo de 4 pg/uL
(solubilizada em salina 0,9%, suplementada com 0,2% de acido ascorbico), ou 1
pL da solugdo salina 0,9% (grupos SHAM) no FPM, na taxa de 0,25 pL/min. As
infusdes foram realizadas bilateralmente.

Apoés o término das infusbes, foi realizada a sutura do corte e o animal
permaneceu sob observacdo em ambiente aquecido, a fim de evitar a hipotermia

decorrente do anestésico.
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4.6.2 Testes Comportamentais

Apds o término dos tratamentos foram realizados os seguintes testes
comportamentais (ja descritos anteriormente, nos itens 4.5.2 ao 4.5.5) ilustrados

na linha do tempo abaixo.

TRATAMENTO
14 DIAS
Reconhecimento Reconhecimento Natagéo
DIAO Social DIA 20 de Objetos DIA 22 Forgada
>
Cirurgia pIATS Campo Aberto e Labirinto em DiA 24
estereotaxica P Cruz Elevado

FIGURA 14. Ordem cronolégica dos testes comportamentais realizados ap0s a realiza¢éo da cirurgia
estereotaxica.
Fonte: O Autor.

Todos os testes foram realizados no periodo da tarde e foram gravados para
posteriores andlises.

Apos a realizacéo dos testes comportamentais 0os animais foram sacrificados e
foram coletados: porcao do estriado e o sangue. Os animais foram sacrificados por
puncdo cardiaca (animais previamente anestesiados com Isoflurano) seguida de

decapitacao por guilhotina.

4.7 QUANTIFICACAO DE GSH NO ESTRIADO

A concentracdo de GSH no estriado foi realizada segundo Sedlak; Lindsay
(1968) e estimada através da concentracdo de grupamentos sulfidrilicos ndo-proteicos
(SH-NP) presentes no tecido. Para isto, foi realizado um homogenato do estriado
(previamente congelado e mantido em freezer a -80° C) numa proporcao de 10 mg de
tecido para 100 uL de EDTA 0,02 M. Apds, foi realizada uma diluicdo 1:2 deste
homogenato, adicionando uma aliquota de 400 uL de homogenato em 400 uL de agua
destilada. A partir desta solugédo, uma aliquota de 400 pL foi adicionada a 320 uL de
agua destilada e 80 yL de acido tricloroacético 50% (precipitacdo de proteinas).

Posteriormente a esta etapa, os tubos foram centrifugados durante 15 minutos, a 3000
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RPM e temperatura de 4° C (Hermle® Z 326K). Em seguida, uma aliquota de 400 pL
do sobrenadante foi adicionada a 800 uL de tampéao Tris/HCI| 0,4 M (pH 8,9) e 20 uL
de DTNB (5,5"dithiobis[2-nitrobenzoic acid]) 0,01 M. Apés esta etapa, as solucdes
(cada amostra em triplicata) foram lidas em espectrofotbmetro UV-Vis (Biotek®
Synergy H1) no comprimento de onda de 412 nm.

Para a quantificacéo, foi necessaria a realizacdo de uma curva de calibracéo
com o padrédo de GSH 1 mM (glutationa reduzida, Sigma-Aldrich®). Os resultados
foram expressos em microgramas de GSH por grama de tecido (ug GSH. g tecido).

Foram utilizadas 4 amostras por grupo.

4.9 QUANTIFICACAO DE GSH NO PLASMA

A concentracdo de GSH (estimada pela concentracdo de grupamentos
sulfidrilicos totais SH-T) no soro foi realizada de acordo com Ellman (1959). Para a
realizagdo do experimento foram adicionados 25 pyL de soro a 625 pyL de tampao
Tris/HCI 0,1 M (pH 8,2), 75 uL de agua destilada e 25 yL de DTNB 0,124 mM. As
solucdes foram entdo homogeinizadas e incubadas durante 15 minutos em ambiente
protegido da luz. Em seguida, foi realizada a leitura em espectrofotometro UV\Vis
(Biotek® Synergy H1) no comprimento de onda de 412nm. Os resultados foram dados
em micromol de GSH por mililitro de soro (umol GSH. mL soro™t). Foram utilizadas 4

amostras por grupo.

4.10 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA CATALASE NO ESTRIADO

A determinacéo da atividade da catalase no estriado foi realizada segundo a
metodologia de Aebi (1984) e descrita por Minozzo (2015). Para isto, os tecidos foram
previamente retirados do freezer -80° C e pesados. Apos a determinacdo do peso,
foram realizados homogenatos na propor¢cdo de 10mg de tecido para 100uL de
tampéao fosfato de sédio 50 mM, KCI| 150 mM e EDTA 200 mM em pH 7,4, com o
auxilio de um homogeneizador de tecidos. Apds esta etapa, os homogenatos foram
centrifugados a 15000 RPM, durante 30 minutos a 4° C. Apdés a centrifugacéo, foi feita
uma diluicdo onde foram pipetados 100uL do sobrenadante em 100uL de tampéao
fosfato 50mM, pH 7,4. Em uma cubeta de quartzo foram adicionados 955 uL de
tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 7,4, 10 uL de amostra diluida e 35 uL de H202
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(10,5 mM), os quais foram rapidamente homogeneizados e submetidos a leitura em
espectrofotdbmetro em A = 240 nm, a cada 15 segundos, durante 2 minutos.
Para este experimento foram utilizadas 4 amostras por grupo. Os resultados

foram expressos como pmol de H202 consumido / minuto / miligrama de tecido.

4.11 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA CATALASE NOS ERITROCITOS

A determinacdo da atividade da catalase nos eritrécitos seguiu a metodologia
descrita por Aebi (1984), onde inicialmente foi realizado uma diluicdo dos eritrécitos
em agua destilada na proporcdo de 1:100 v/v. Apds este procedimento, foram
pipetados em uma cubeta: 955 uL de tampéao fosfato de sédio 50 mM, pH 7,4; 10 pL
da diluicdo da amostra e 35 pL de H202 (10,5 mM), os quais foram rapidamente
homogeneizados e submetidos a leitura em espectrofotdmetro em A = 240 nm, a cada
15 segundos, durante 2 minutos.

Para este experimento foram utilizadas 5 amostras por grupo. Os resultados

foram expressos como pmol de H202 consumido / minuto / mililitro de eritrécitos.

4.12 EXAMES HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS

Para a realizacdo dos exames bioquimicos e hematoldgicos foi necessario a
coleta do sangue do animal através de puncdo cardiaca (animal previamente
anestesiado com isoflurano). Apos a coleta, o sangue foi transferido para 2 tipos de
tubos: um contendo EDTA 4% (&cido etilenodiamino tetra-acético), que atua como
anticoagulante, para as analises hematoldgicas, e o outro sendo um tubo seco com
gel separador, para as andlises bioquimicas. Em seguida, os tubos secos foram
centrifugados, durante 10 minutos a 3000 RPM, para a separagdo dos
hemocomponentes do plasma. Apds a centrifugacdo ambos os tubos foram levados
ao Laboratorio Universitario de Analises Clinicas da UEPG (LUAC-UEPG) para a
realizagdo das andlises.

Os parametros hematoldgicos analisados foram: nimero total de hemacias,
hematdcrito, hemoglobina, VCM (volume corpuscular médio), HCM (hemoglobina
corpuscular média), CHCM (concentracdo de hemoglobina corpuscular média),
RDW (indice de variacdo de tamanho de hemacias), leucécitos totais e parciais

presentes no sangue. Os parametros bioquimicos foram: glicemia, lipidograma
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(Triglicerideos, colesterois: total, HDL e LDL), enzimas hepaticas (TGO
[transaminase glutamico-oxalacética] e TGP [transaminase glutamico-piravical),

creatinina e PCR (proteina C reativa) ultrassensivel.

4.13 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos em média e erro padrdo da média. Os dados foram
analisados utilizando o software estatistico GraphPad Prism ® 5.01. Primeiramente,
foi verificado a normalidade dos dados com o teste de Shapiro-Wilk. Os dados
nao paramétricos foram avaliados através do teste de Kruskal-Wallis seguido do
teste post-hoc de Dunn, enquanto que, os dados paramétricos foram analisados por
andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguido do teste post-hoc de Newman-
Keuls. Para a comparacao entre dois grupos, foi realizado a analise pelo teste t de
Student. As diferencas entre os grupos foram consideradas significantes quando
p <0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DO PERFIL QUIMICO E DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
DO EXTRATO

5.1.1 Determinacao da concentracdo de compostos fendlicos e flavonoides

O contetdo de compostos fendlicos determinado no extrato hidroalcodlico bruto
das folhas de Passiflora alata foi de 16,455 (+1,3) mg Eq acido galico/1g de extrato,
enquanto que a concentracdo de flavonoides, que € uma classe de compostos
pertencente aos compostos fendlicos, foi de 6,55 (+0,72) mg Eq quercetina/lg de

extrato.

5.1.2 Avaliacdo da atividade scavenger do extrato pelo método DPPH*

A atividade scavenger do extrato frente ao radical DPPH" apresentou, na
concentracdo de 125 pg/mL, a porcentagem de inibicdo radicalar maxima (IRM) de
18,44% (x 2,3%). O valor de ICso para este ensaio ndo foi possivel de ser calculado,
uma vez que as concentracdes de extrato utilizadas ndo resultaram em inibicdo de
50% ou mais dos radicais. A figura 15, abaixo, ilustra esta baixa atividade,
comparando a IRM do extrato com a do acido ascorbico, o qual apresentou 96,31%
(£ 0,17%).
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FIGURA 15. Grafico contendo a porcentagem de inibicdo radicalar do DPPH' em fungdo das

concentracgdes dos extratos. *p < 0,05 em comparagdo com o controle, onde os dados foram analisados

através da ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Dunnett. # p < 0,0001 em comparagéo
com a IRM do acido ascérbico, onde os dados foram analisados através do teste T de Student.
Fonte: O Autor.

Através deste grafico, é possivel observar que as concentracfes de 125 ug/mL,
100 pg/mL, 75 pg/mL e 50 pg/mL apresentaram diferenga significativa em comparagao
com o controle, mostrando que o0 extrato, nessas concentracdes, promoveu uma
reducao significativa dos radicais em solu¢do. Quando comparado a IRM do extrato
com o acido ascorbico, um antioxidante “padréao”, € possivel observar que a IRM do

extrato é significativamente menor neste ensaio experimental.
5.1.3 Avaliacdo da atividade scavenger do extrato pelo método ABTS*

A atividade scavenger do extrato no ensaio experimental do radical ABTS™
demonstrou uma atividade antioxidante mais pronunciada do que na metodologia do
radical DPPH'. A IRM apresentada neste teste foi de 91,32% (+ 4,5%) na maior
concentracdo, de 125 pug/mL, enquanto isto, a IRM do padrédo de acido ascérbico foi

de 99,83% (x 0,1%), nesta mesma concentracao.
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FIGURA 16. Gréfico contendo a porcentagem de inibicdo radicalar do ABTS™ em fun¢éo das
concentragdes dos extratos. * p < 0,05 em comparagdo com o controle, onde os dados foram

analisados através da ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Dunnett. # p < 0,0001 em
comparacdo com a IRM do &cido ascérbico, onde os dados foram analisados através do teste T de
Student.

Fonte: O Autor.

A partir dos dados obtidos e do grafico acima foi possivel determinar a

concentracéo que inibiu 50% dos radicais ou ICso, equivalente a 47,8 pug/mL.

5.2 AVALIACAO DOS EFEITOS COMPORTAMENTAIS RESULTANTES DO
TRATAMENTO COM OS EXTRATOS

5.2.1 Avaliagdo da Memoéria

5.2.1.1 Teste de Reconhecimento Social

No teste de reconhecimento social foram analisados os valores da relacéo entre
as investigacoes (RID), os quais estdo demonstrados no grafico abaixo. As médias
(+_desvio padrao) foram: 0,79 (+0,39); 0,75 (x0,34); 0,86 (x0,67) e 0,71 (x0,28) para
os grupos Controle, 100 mg/kg/dia, 200 mg/kg/dia e 300 mg/kg/dia, respectivamente.
Para a identificacdo das diferencas estatisticas entre os grupos foi realizada a analise
pela ANOVA de uma via, onde n&o foi possivel observar uma diferenca significativa

entre os grupos analisados (p = 0,86).
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FIGURA 17. Gréfico contendo a relacdo entre as investigagfes (RID) no teste de reconhecimento
social, para os grupos tratados com o extrato. Cada ponto representa um animal enquanto que as
barras representam a média e o erro padrdo. Os dados foram analisados através da ANOVA de uma
via. Nenhuma diferenca estatistica foi encontrada entre os grupos (p>0,05).

Fonte: O Autor.

5.2.1.2 Teste de Reconhecimento de Objetos

No teste de reconhecimento de objetos, a média e desvio padrdo para o0s
grupos controle, 100 mg/kg/dia, 200 mg/kg/dia e 300 mg/kg/dia foram,
respectivamente: 0,34 (+ 0,44); 0,22 (+ 0,62); 0,11 (£ 0,72) e 0,29 (x 0,71). A analise
estatistica dos dados foi realizada através da ANOVA de uma via, onde ndo foram

observadas diferencas significativas entre os grupos, obtendo valores de p = 0,852.
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FIGURA 18. Escore de discriminacao, do teste de reconhecimento de objetos, para os grupos tratados
com o extrato. Cada ponto representa um animal enquanto que as barras representam a média e o erro
padrdo. Os dados foram analisados através da ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de
Newman-Keuls. N&o foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos analisados (p>0,05).
Fonte: O Autor.

Além dos dados demonstrados no grafico acima, foram avaliados o tempo de
investigacao entre os objetos da primeira exposi¢cdo, sendo que, ndo houve diferenca
significativa entre os objetos utilizados. Através da analise dos dados de investigacéo
dos objetos, realizado pelo teste t de Student, obteve-se o0s seguintes valores:
Controle (p=0,32), 100 mg/Kg/dia (p= 0,30), 200 mg/Kg/dia (p=0,42) e 300 mg/Kg/dia
(p= 0,27). Estes dados mostram que né&o houve uma preferéncia do animal por um

objeto em especifico.

5.2.2 Avaliacéo da atividade motora

5.2.2.1 Teste de Campo Aberto

Os parametros avaliados no teste de campo aberto foram a ambulagdo (nUmero
total de quadrados percorridos), numero de levantadas, tempo no centro e na periferia.

A partir da andlise dos resultados obteve-se os seguintes resultados:
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TABELA 3. Resultados para o teste de campo aberto. Os valores foram dados em média * desvio
padréo.

Controle 100 200 300 Dados
mg/kg/dia mg/kg/dia mg/kg/dia Estatisticos
Ambulagéo 66,5+ 0,4 69,8+0,2 59,2+ 0,7 50,5+ 0,4 p=0,38
ANOVA
Levantadas 17,4+ 6,2 19.8+7,8 16,6 £ 8,0 13,7+8,1 p=0,14
Kruskal-Wallis
Tempo no 9,6 +4,0 5,5+ 3,4 6,9+7,2 38+25 p < 0,05
centro (%) ANOVA
Tempo na 90,3 + 4,0 94,4 + 3,4 93,1+7,2 96,1 +2,5 p < 0,05
periferia (%) Kruskal-Wallis

Fonte: O Autor

Os dados paramétricos foram analisados através da ANOVA de uma via
seguida do teste post hoc de Newman-Keuls, e os dados nao-paramétricos foram
analisados através do teste de Kruskal-Wallis seguido do teste post hoc de Dunn.

Os resultados mostram que néao houve diferenca nos parametros de ambulacao
e levantadas. Apesar de haver diferenca estatistica entre as médias do tempo no
centro e na periferia, ndo houve diferenca significativa entre os grupos. A partir disto,
o tratamento com o extrato de P. alata ndo promoveu alteracbes na capacidade

motora, além de ndo promover um efeito ansiolitico significativo para este teste.

5.2.3 Avaliacdo do comportamento do tipo Ansioso

5.2.3.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

No teste do labirinto em cruz elevado foram avaliados o tempo e o niumero de
entradas em cada braco e no centro. Através das analises, obteve-se os dados
demonstrados na tabela 4, abaixo. Os dados foram analisados através do teste de
Kruskal Wallis.
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TABELA 4. Resultados para o teste de labirinto em cruz elevado. Os valores foram dados em média *
desvio padrdo.

Controle 100 200 300 Dados
mg/kg/dia mg/kg/dia mg/kg/dia Estatisticos
Tempo (%) 22,1+24,2 12,8+10,46 189+28,80 11,5+ 14,69 p=0,75
no Brago Kruskal-Wallis
Aberto
Tempo (%) 60,9+ 28,9 80,8 + 12,5 71,5+ 28,8 82,7 +18,7 p=0,17
no Braco Kruskal-Wallis
Fechado
Tempo (%) 16,9 + 16,9 6,3+3,3 9,5+6,8 56+5,1 p = 0,059
no Centro Kruskal-Wallis
Entradas no 26+24 254+14 31+31 2527 p=0,92
Braco Aberto ANOVA
Entradas no 35+2.2 40+3,1 454 + 35 4,0+39 p=0,40
Braco Kruskal-Wallis
Fechado
Entradas no 554 +37 545+4,1 6,72+5,8 550+£6,1 p=0,68
Centro Kruskal-Wallis
Total de 129+6,7 12,0+ 8,1 144+ 12,1 12,0+ 12,4 p=0,93
Entradas ANOVA

Fonte: O Autor.

Os dados obtidos demonstraram que o extrato de P. alata nédo teve efeito
significativo sobre os parametros do teste de labirinto em cruz elevado, indicando que

o tratamento nédo foi capaz de causar um efeito ansiolitico.

5.2.4 Avaliacdo do comportamento do tipo Depressivo

5.2.4.1 Teste de Natacdo Forcada

Neste teste foram avaliados o tempo de natacao, escalada e de imobilidade do

animal submetido ao teste, onde foram obtidos os seguintes resultados:
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TABELA 5. Resultados para o teste de natacdo forcada. Os valores foram dados em média + desvio

padréo.
Controle 100 200 300 Dados
mg/kg/dia mg/kg/dia mg/kg/dia Estatisticos
Tempo de 224,2+154 226,2+9,4 223,7 £ 20,9 220,1+21 4 p =0,86
Natagéo (s) ANOVA
Tempo de 433+ 153 254+ 13,0 28,0+ 24,7 34,0+ 13,0 p=0,09
Imobilidade ANOVA
(s)
Tempo de 324+ 84 48,3+ 154 48,3+ 13,5 45,8+ 13,0 p < 0,05
Escalada (s) ANOVA

Fonte: O Autor

Os dados foram analisados através da ANOVA de uma via seguida do teste

post hoc de Newman-Keuls, utilizando um p < 0,05. Através dos resultados obtidos

nao foi possivel observar um efeito antidepressivo resultante do tratamento de 14 dias

com o extrato, apesar de os valores de média serem diferentes, ndo houve diferenca

estatistica entre os grupos. Por outro lado, foi demonstrado que o extrato promoveu

um aumento no tempo de escalada, em todas as doses, quando comparados ao grupo
controle (p < 0,05).
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FIGURA 19. Grafico contendo o tempo de escalada para os animais tratados com o extrato. Cada ponto
representa um animal enquanto que as barras representam a média e o erro padrdo. Os dados foram

analisados através da ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Newman-Keuls. * p < 0,05

comparando com o grupo controle. Fonte: O Autor.
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5.3 AVALIACAO DO EFEITO DO EXTRATO NO MODELO ANIMAL DE DOENCA DE
PARKINSON, INDUZIDO POR 6-OHDA.

5.3.1 Avaliacéo sobre a Memoaria (Modelo 6-OHDA)

5.3.1.1 Teste de Reconhecimento Social

Assim como para a avaliacdo do efeito per se do extrato sobre os animais o
parametro avaliado foi o RID (relacdo entre as investigagcbes). Os resultados,
expressos em meédia + desvio padrao foram: Grupo controle (0,8271 + 0,3931), 6-
OHDA controle (1,23 + 0,41), 6-OHDA 100 (0,54 + 0,22), 6-OHDA 200 (0,65 + 0,2) e
6-OHDA 300 (0,73 £ 0,68), dados estatisticos (p < 0,01). Os dados foram analisados
através da ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Newman-Keuls, utilizando
um p < 0,05.
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FIGURA 20. Relacgédo entre as investiga¢cfes (RID) para os grupos submetidos a cirurgia estereotaxica.
Cada ponto representa um animal enquanto que as barras representam a média e o erro padréo.

* p < 0,05 comparando com o grupo SHAM controle e # p < 0,05 comparando com o grupo 6-OHDA
controle. Os dados foram analisados através da ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de
Newman-Keuls.
Fonte: O Autor.

Através destes dados foi possivel observar que os animais tratados com o
extrato apresentaram valores de RID diferentes, estatisticamente, dos apresentados

pelo grupo 6-OHDA, indicando que o tratamento preveniu a perda de memaria para
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0s animais submetidos a cirurgia. Além disto, o grupo 6-OHDA controle obteve valores

significativamente diferentes quando comparados ao grupo SHAM controle (p < 0,05).

5.3.1.2 Teste de Reconhecimento de Objetos

No teste de reconhecimento de objetos, os resultados dos escores de
discriminacdo (média + desvio padrdo) foram: SHAM Controle (0,3152 + 0,4342), 6-
OHDA Controle (-0,52 + 0,4), 6-OHDA 100 (0,21 + 0,5), 6-OHDA 200 (-0,037 £ 0,4) e
6-OHDA 300 (0,07 £ 0,5), dados estatisticos (p < 0,001). Os resultados mostraram um
efeito positivo do extrato sobre os grupos tratados, prevenindo-os da perda de
memodria resultante da lesdo pela toxina 6-OHDA. Este resultado foi demonstrado
através da diferenca estatistica entre os grupos tratados com o extrato e o grupo 6-
OHDA controle (p = 0,05). Este efeito, porém, ndo mostrou correlacdo de dose-

dependéncia.
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FIGURA 21. Escores de discriminacdo para os grupos submetidos a cirurgia estereotaxica. Cada ponto
representa um animal enguanto que as barras representam a média e o erro padrdo. * p < 0,05

comparando com o grupo SHAM controle e # p < 0,05 comparando com o grupo 6-OHDA controle. Os
dados foram analisados através da ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Newman-Keuls.
Fonte: O Autor.
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5.3.2 Avaliacdo da atividade motora (Modelo 6-OHDA)

5.3.2.1 Teste de Campo Aberto

No teste do campo aberto o tratamento nao foi capaz de alterar os parametros
de ambulagdo e niumero de levantadas. Os dados obtidos estdo representados na
tabela 6, abaixo.

TABELA 6. Resultados do teste de campo aberto, para 0s animais submetidos a cirurgia estereotaxica.
Os valores foram dados em média + desvio padréo.

SHAM 6-OHDA 6-OHDA 6-OHDA 6-OHDA Dados
Controle Controle 100 200 300 Estatisticos
Ambulacdo 61,7 £9,7 50,8+23,1 505+30,2 580+31,0 54,7+393 p=0,89
ANOVA
Levantadas 16,7 £6,3 10,1+£4,1 145+9,4 15,1+6,9 17,2+ 10,5 p =0,20
ANOVA
Tempo no 16,9 £ 24,3 28+22 6,4+6,1 482+25 58+3,7 p < 0,05
centro (%) Kruskal-
Wallis

Tempona 83,1+243 97,1+23 938+62 951+25 941%37 p < 0,05

periferia ANOVA
(%)

Fonte: O Autor

Os dados paramétricos foram analisados através da ANOVA de uma via
seguida do teste post hoc Newman-Keuls, enquanto que os dados nao paramétricos
foram avaliados pelo teste de Kruskal Wallis. Através da andlise estatistica, foi
possivel observar que houveram diferencas significativas nos parametros de tempo
no centro e na periferia entre os grupos SHAM controle e 6-OHDA controle. Porém,
nao houve diferenga quando estes grupos foram comparados com 0s grupos tratados,

indicando uma possivel reversao do comportamento do tipo ansioso nestes animais.
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FIGURA 22. Grafico contendo os parametros de (A) Tempo no centro (%) e (B) Tempo na periferia (%),
para o teste do campo aberto realizado com os animais submetidos a cirurgia estereotaxica. Cada

ponto representa um animal enquanto que as barras representam a média e o erro padrédo. * p < 0,05
comparando com o grupo controle. Os dados paramétricos foram analisados através da ANOVA de
uma via seguida do teste post hoc de Newman-Keuls. Os dados ndo paramétricos foram avaliados
através do teste de Kruskal-Wallis seguido do teste post hoc de Dunn.

Fonte: O Autor.

5.3.3 Avaliacédo do comportamento do tipo Ansioso (Modelo 6-OHDA)
5.3.3.1 Teste de Labirinto em Cruz Elevado

Os parametros avaliados neste teste foram o tempo nos bragos aberto, fechado
e centro, além do nimero de entradas em cada braco e no centro, além do niumero
total de entradas, os dados obtidos estdo representados na tabela 7, abaixo. Os dados

foram analisados através do teste de Kruskal Wallis seguido do teste post hoc de
Dunn.
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TABELA 7. Resultados do teste de labirinto em cruz elevado, para os animais submetidos a cirurgia
estereotaxica. Os valores foram dados em média + desvio padréo.

SHAM 6-OHDA 6-OHDA 6-OHDA 6-OHDA Dados
Controle Controle 100 200 300 Estatisticos
Tempo (%) 27,3+289 10,2+124 17,6+245 224+234 73x7,1 p=0,17
no Brago Kruskal-
Aberto Wallis
Tempo (%) 56,4+31,1 834+156 749+289 707+259 844+97 p=0,1356
no Braco Kruskal-
Fechado Wallis
Tempo (%) 16,1+ 16,2 6,4+59 7,4+6,6 6,7+5,3 8,1+4,4 p=0,15
no Centro Kruskal-
Wallis
Entradas 32+18 14+1.1 2,7+26 3,735 2,7+2,6 p=0,17
no Brago Kruskal-
Aberto Wallis
Entradas 3,7+19 2,7+£2,0 35+25 38+3,6 45+3,6 p =0,69
no Braco Kruskal-
Fechado Wallis
Entradas 59+33 31+25 54+4,7 6,7+6,8 6,4+5,8 p=0,47
no Centro Kruskal-
Wallis
Total de 125+£6,5 75+£5,2 11,7+9,4 143+13,5 13,7+11,8 p =0,57
Entradas Kruskal-
Wallis

Fonte: O Autor.
N&do houveram diferencas significativas (p > 0,05) para 0s parametros

analisados, indicando que o extrato ndo promoveu uma reducdo do comportamento

tipo ansioso nos animais lesados com 6-OHDA, no teste do labirinto em cruz elevado.

5.3.4 Avaliacédo do comportamento do tipo Depressivo (Modelo 6-OHDA)

5.3.4.1 Teste de Natacéo Forcada

Os dados obtidos no teste de natacdo forcada estdo mostrados na tabela 8,

abaixo. Os dados foram avaliados através da ANOVA de uma via seguida do teste

post hoc de Newman-Keuls, utilizando um p < 0,05.
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TABELA 8. Resultados do teste de natacdo forcada, para os animais submetidos a cirurgia
estereotaxica. Os valores foram dados em média + desvio padréo.

SHAM 6-OHDA 6-OHDA 6-OHDA 6-OHDA Dados

Controle Controle 100 200 300 Estatisticos

Tempo de 228,4 + 177,1 + 14, 2170+  216,9 + 23, 2227 + p < 0,0001
Natacdo (s) 20,2 22,48 21,6 ANOVA

Tempo de 40,05 £ 913+21,9 413+£253 392+231 241%21,7 p<0,0001

Imobilidade 18,1 ANOVA
(s)

Tempo de 315+85 315+126 416+128 438+11,0 53,2+133 p < 0,001

Escalada ANOVA
(s)
Fonte: O Autor.

No parametro de imobilidade, os resultados demonstraram que 0S grupos
tratados com o extrato obtiveram menores valores do tempo de imobilidade quando
comparado com o grupo 6-OHDA controle (p < 0,05), porém ndo houve diferenca
quando comparados com o grupo SHAM controle (p > 0,05). De mesma maneira, o
tempo de natacao foi de encontro com estes resultados, ja que, 0os grupos tratados
tiveram maiores valores em comparagao com o grupo 6-OHDA Controle (p < 0,05),
além de nédo apresentarem diferenca quando comparados ao grupo SHAM Controle
(p > 0,05).

A fim de avaliar se a diminuicdo no tempo de natacdo e o aumento no tempo
de imobilidade nos animais do grupo 6-OHDA estava relacionada a um efeito motor,
foi feita uma andlise de correlacdo entre o0s parametros de tempo de
natacdo/imobilidade e ambulacdo (campo aberto). Através desta analise, obteve-se
um valor de p = 0,049 e p = -0,57, para a correlacdo entre a natacdo e ambulacao,
indicando uma correlacdo negativa moderada. Este dado mostrou que nédo houve
influéncia de aspectos motores nos resultados apresentados para a natacéo forcada,
ja que a correlacéo se apresentou negativa. Além disto, entre o tempo de imobilidade
e ambulacao, a correlacao foi de: p = 0,27 e p = 0,34, afirmando novamente que 0s
resultados identificados neste teste ndo estdo associados a alteracbes motoras.

A patrtir disto, foi confirmado a reducéo do comportamento tipo depressivo, no
teste de natagéo forcada, para os animais tratados com P. alata. Porém, sem relagéo

do tipo dose-dependente.
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FIGURA 23. Gréficos contendo os parametros de (A) natacao, (B) imobilidade e (C) escalada para os
animais submetidos a cirurgia estereotaxica. Cada ponto representa um animal enquanto que as barras

representam a média e o erro padrdo. * p < 0,05 comparando com o grupo SHAM Controle e

#p = 0,05 comparando com o grupo 6-OHDA Controle. Os dados foram analisados através da ANOVA
de uma via seguido do teste post hoc de Newman-Keuls. Fonte: O Autor.
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De mesma maneira como os resultados observados nos ratos sem a realizacéo
da cirurgia estereotaxica, houve um aumento do tempo de escalada para os grupos

tratados com as diferentes doses do extrato de P. alata.

5.4 CONCENTRACAO DE GSH NO ESTRIADO

O contetdo de GSH no estriado foi determinado para os animais (n=4)
submetidos a cirurgia estereotaxica. Os resultados estdo representados na tabela

abaixo.

TABELA 9. Contetudo de GSH no estriado. Os resultados foram dados em pug GSH/ grama de tecido e

expressos em média + desvio padréo.

GRUPO Mg GSH/ grama de tecido
SHAM Controle 127,9 £ 89,76
6-OHDA Controle 59,03 + 38,24
6-OHDA 100 108,7 + 37,31
6-OHDA 200 108,6 + 40,05
6-OHDA 300 73,47 £19,78

Fonte: O Autor.

Os dados foram analisados através do teste de Kruskal Wallis seguido do teste
post hoc de Dunn (p = 0,33). Nao foram observadas diferencas significativas na

concentracdo de GSH por grama de tecido entre os grupos avaliados.
5.5 CONCENTRAQAO DE GSH NO PLASMA
O contetdo de GSH no plasma foi determinado para os animais (n=4)

submetidos a cirurgia estereotaxica. Os resultados estdo mostrados na tabela 10,

abaixo.
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TABELA 10. Conteddo de GSH no plasma. Os resultados foram dados em pug GSH / mililitro de plasma

e expressos em média + desvio padréo.

GRUPO Mg GSH / mL de plasma
SHAM Controle 0,379 £ 0,12
6-OHDA Controle 0,251 £ 0,04
6-OHDA 100 0,279 £ 0,01
6-OHDA 200 0,464 £ 0,14
6-OHDA 300 0,460 + 0,10

Fonte: O Autor.

Os dados foram analisados através do teste de Kruskal Wallis seguido do teste
post hoc de Dunn. Esta analise demonstrou que houve diferenca significativa

(p = 0,05) entre as médias, porém, ndo houve diferenga significativa entre os grupos.

5.6 ATIVIDADE DA CATALASE NO ESTRIADO

A atividade da catalase no estriado foi determinada para os animais (n=4)
submetidos a cirurgia estereotaxica. Os resultados foram dados em umol de H20:2

consumido / minuto / miligrama de tecido e estdo demonstrados na tabela abaixo.

TABELA 11. Atividade da catalase do estriado. Os resultados foram dados em pymol de H202 consumido

/ minuto / miligrama de tecido e estdo expressos em média + desvio padréo.

GRUPO pmol de H202consumido/min/mg
SHAM Controle 5,221 +5,8
6-OHDA Controle 2,932+29
6-OHDA 100 2,302+1,6
6-OHDA 200 3,772+2.2
6-OHDA 300 2,781 +2.3

Fonte: O Autor.

Os dados foram analisados através do teste de Kruskal Wallis seguido do teste
post hoc de Dunn. A estatistica demonstrou que houve nao diferenca significativa

(p=0,924) entre 0s grupos.
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5.7 ATIVIDADE DA CATALASE NOS ERITROCITOS

A atividade da catalase nos eritrocitos foi determinada para os animais (n=5)
submetidos a cirurgia estereotaxica. Os resultados foram determinados em pmol de

H202 consumido / minuto / mililitro de eritrocitos e estdo expressos na tabela abaixo.

TABELA 12. Atividade da catalase nos eritrocitos. Os resultados foram expressos em média + desvio

padréo.
GRUPO pumol de H202consumido/min/mL
SHAM Controle 8,981+1,8
6-OHDA Controle 8,393+1,1
6-OHDA 100 10,02+4,1
6-OHDA 200 11,62 + 3,6
6-OHDA 300 11,54 +23

Fonte: O Autor.

Os dados foram analisados através do teste de Kruskal Wallis seguido do teste
post hoc de Dunn. Esta analise demonstrou que houve ndo diferenca significativa

(p=0,385) entre 0s grupos.

5.8 EXAMES BIOQUIMICOS E HEMATOLOGICOS

Os exames bioquimicos e hematolégicos tiveram como objetivo identificar
possiveis alteracfes tanto nos ratos submetidos a cirurgia estereotaxica (n=4-5) como
nos ratos sadios tratados com o extrato. Os resultados bioquimicos (dados nao
mostrados), em todos os parametros analisados (glicemia, colesteréis: total, HDL e
LDL,; triglicerideos, enzimas hepaticas [TGO e TGP], creatinina e PCR ultrassensivel),
nao apresentaram diferencas significativas entre os grupos (p>0,05).

Por outro lado, algumas alteragbes hematologicas foram observadas nos
grupos onde foi realizada a lesdo pela toxina 6-OHDA através da cirurgia
estereotaxica. Quando comparados ao grupo SHAM Controle, os grupos lesionados
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(6-OHDA) apresentaram diferenca significativa nos parametros de numero total de

hemacias e hematocrito.

TABELA 13. Numero total de hemacias (milhdes/uL) e hematécrito (%) dos animais submetidos a

cirurgia estereotaxica. Os resultados foram expressos em média * desvio padréao.

SHAM 6-OHDA 6-OHDA 6-OHDA 6-OHDA
Controle Controle 100 200 300
Hemacias 8,192+0,25 7,230+0,46 7,128+0,56 7,103+0,49 7,053+0,10
(milhdes/pL) # # # #
Hematocrito 49,20 + 2,3 44,06 = 3,3 42,63 £ 3,2 42,7324 42,7515
(%) # # # #

# p < 0,05 comparando com o grupo SHAM Controle. Os dados foram analisados através da ANOVA

de uma via seguida do teste post hoc de Newman-Keuls.
Fonte: O Autor.

Estes resultados mostram que o extrato ndo promoveu altera¢des bioquimicas
relacionadas ao tratamento com o EHPA nas concentracgdes testadas. Por outro lado,
a administracdo de 6-OHDA no FPM promoveu alteracdes hematoldgicas, reduzindo

a concentracdo de hemacias no sangue.
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5.9 RESUMO DOS RESULTADOS OBTIDOS

Caracterizacao do extrato

Perfil quimico - Concentragéo de fendlicos: 16,455 (+1,3) mg Eq &cido
galico/1g de extrato
- Concentracdo de flavonoides: 6,55 (x0,72) mg Eq
guercetina/lg de extrato

Atividade - IRM no DPPH: 18,44 % (£2,3) - 125ug/mL
antioxidante - IRM no ABTS: 91,32% (%4,5) - 125ug/mL
- ICs0 ABTS: 47,8 pg/mL

Efeitos comportamentais resultantes do tratamento com o extrato.

Reconhecimento - Nao houve diferenca significativa entre os grupos nos
social parametros analisados (p>0,05)

Reconhecimento de - Nao houve diferenca significativa entre 0s grupos nos
objetos parametros analisados (p>0,05)

Labirinto em Cruz - Nao houve diferenca significativa entre 0s grupos nos
Elevado parametros analisados (p>0,05)

Campo Aberto - Nao houve diferenca significativa entre os grupos nos
parametros analisados (p>0,05)

Natacdo Forcada - O tratamento com o extrato promoveu um aumento no
tempo de escalada, comparado ao grupo controle.

Efeitos do extrato sob o modelo animal de Doenga de Parkinson

Reconhecimento - O valor do RID dos grupos tratados e grupo SHAM

social controle apresentaram diferenca significativa quando
comparados ao grupo 6-OHDA controle (p<0,05),
indicando uma prevencdo da perda de memdria nos
animais tratados.

Reconhecimento de - O ED dos grupos tratados e grupo SHAM controle

objetos apresentaram diferenca significativa quando comparados
ao grupo 6-OHDA controle (p<0,05), indicando uma
prevencao da perda de memaria nos animais submetidos
ao tratamento.

Labirinto em Cruz - Nao houve diferenca significativa entre 0s grupos nos
Elevado parametros analisados (p>0,05)
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Campo Aberto

Natacao Forcada

Correlacao: tempo de
natacédo e ambulagcéo

- Nao houveram diferencas nos parametros de ambulacéo
e levantadas. Porém, houve diferenca entre os grupos
SHAM controle e 6-OHDA controle no tempo de
permanéncia no centro e na periferia, indicando um efeito
ansiogénico induzido pela neurotoxina. O tratamento
reverteu tal efeito.

- Os grupos tratados apresentaram um efeito
antidepressivo neste teste, promovendo uma reducéo do
tempo de imobilidade e aumento do tempo de natacao
guando comparados ao grupo 6-OHDA controle. Além
disto, o tratamento promoveu um aumento do tempo de
escalada comparando aos grupos nao tratados.

- Através da analise de correlacdo de Pearson, os
resultados indicaram que n&o houve influéncia de
aspectos motores nos resultados apresentados para a
natacao forgcada. Por outro lado, ndo houve correlagdo
entre o tempo de imobilidade e ambulacao.

Testes ex vivo

Concentracao de
GSH

Atividade da catalase

Exames
Hematolbgicos

Exames Bioquimicos

Estriado: Nao houve diferenca significativa entre os grupos
nos parametros analisados (p>0,05).

Sangue: O teste estatistico mostrou uma diferenca
significativa, mas o pés-teste ndo indicou diferencas entre
0S grupos.

Estriado: Nao houve diferenca significativa entre os grupos
nos parametros analisados (p>0,05).

Sangue: Nao houve diferenca significativa entre os grupos
nos parametros analisados (p>0,05).

- Os animais submetidos ao modelo de DP, induzido pela
neurotoxina 6-OHDA mostraram uma reducdo da
concentracdo de hemacias, quando comparados ao grupo
SHAM controle. Nao houve diferenca nos demais
parametros.

- Nao houve diferenca significativa entre os grupos nos
parametros analisados (p>0,05), indicando que ndo houve
toxicidade decorrente do tratamento realizado.




72

6. DISCUSSAO

6.1 PERFIL QUIMICO E CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os resultados apresentados mostraram que o extrato em estudo possui uma
concentracdo maior de compostos fendlicos (16,4 mg) do que em alguns estudos
descritos na literatura. Madoglio (2011) obteve aproximadamente 7 mg de compostos
fendlicos por grama de planta, enquanto Netto e colaboradores (2014) obtiveram 11,5
mg e Vieira (2014) obteve 15 mg. Esta variacdo pode ser decorrente de inUmeros
fatores, entre eles a variacao de caracteristicas climaticas e ambientais (NETTO et al.,
2014), bem como da metodologia utilizada para a extracdo, sendo que, os estudos
citados acima realizaram uma extragdo por decoc¢do com solvente hidro-metandlico
50% (v/v), hidroetandlico 40% (v/v) e hidro-metandlico 70% (v/v), respectivamente, 0
gue pode justificar tais variacBes na concentracdo destes compostos.

Quanto ao teor de flavonoides (6,5 mg), era esperado que este fosse menor do
que o determinado para os compostos fendlicos, visto que, os flavonoides sdo uma
classe quimica pertencente a estes compostos (BEER et al., 2017). Os dados em
relacdo ao teor de flavonoides na literatura € bem variado, sendo que Fenner (2006)
teve uma dosagem correspondente a 26 mg por grama de planta, enquanto que, Petry
e colaboradores (1998) tiveram uma dosagem correspondente a 5,5 mg por grama de
planta. Wosch e colaboradores (2017) também identificaram uma grande variacdo da
concentracdo de compostos fendlicos na P. alata, sendo que, tal fato esta relacionado
a diferentes caracteristicas genéticas e geograficas, podendo resultar em
caracteristicas farmacolégicas diferentes. Sendo assim ha uma necessidade de
padronizacao dos extratos.

Os testes para a avaliacdo da atividade de neutralizacdo de radicais livres dos
extratos apresentaram resultados discrepantes entre as metodologias utilizadas. No
modelo do radical DPPH" ndo houve uma atividade scavenger muito pronunciada.
Embora tenham feito a extracdo da planta por diferentes metodologias, Wasicky et al.
(2015) determinaram um ICsp de 1061,2 (+ 8,5) ug/mL e Vasic et al. (2012) 808,6 (=
2,64) ug/mL, se assemelhando, de certa maneira, com os resultados obtidos neste
trabalho, uma vez que utilizaram concentracdes bem maiores para determinar o ICso.
Esta baixa atividade pode estar associada a cinética de inibicdo do radical, através da

doacdo de elétrons. Xie; Schaich (2014) demonstraram que diferentes compostos
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fendlicos apresentam diferentes padrdes de reacdo com o radical DPPH*, sendo que,
este fato pode ser resultado da dificuldade de acesso dos compostos fendlicos ao sitio
do radical DPPH". Outros fatores também podem ter influenciado este resultado, como
a influéncia da luz e a presenca de compostos néo antioxidantes (OLIVEIRA, 2015).

Enquanto isto, no método do radical ABTS™ os resultados se mostraram
promissores, uma vez que, na concentracéo de 125 pug/mL houve uma IRM acima de
90%, assim como para o &cido ascoérbico. Na literatura hd a presenca de bons
resultados relacionando as plantas do género Passiflora e a sua atividade scavenger
frente ao radical ABTS™. Wong et al. (2014) demonstraram em seu estudo um ICso
maior que 500 pug/mL para a casca da fruta da Passiflora edulis, Masteikova et al.
(2008) obtiveram 32% de inibicdo do ABTS' para as folhas de Passiflora incarnata
(sendo que a amostra foi uma aliquota de 100uL de um extrato hidroalcodlico 70%,
realizado por maceracao) e Masteikova et al., (2008) demonstraram aproximadamente
60% de inibicdo do radical ABTS™ para 0,1 uL de extrato hidroalcodlico bruto 70%
(v/v). Os demais resultados encontrados na literatura estédo expressos em micromolar
de trolox (padréo) por grama de extrato, ndo podendo ser comparados aos resultados
deste trabalho (COLOMEU et al, 2014; SARAVANAN; ARUNACHALAM;
PARIMELAZHAGAN, 2014).

Através destes resultados é possivel observar que o EHPA apresenta uma
atividade antioxidante significativa sobre o ensaio do ABTS™. Apesar disto, h4 a
necessidade de maiores investigacdes, inclusive sobre outros ensaios para avaliar a
atividade antioxidante, utilizando radicais presentes fisiologicamente como o HOCI,
para que possamos associar 0 possivel efeito neuroprotetor a estes resultados

positivos da atividade antioxidante.

6.2 AVALIACAO DOS EFEITOS COMPORTAMENTAIS RESULTANTES DO
TRATAMENTO COM O EXTRATO

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que o tratamento, durante
14 dias, com o extrato hidroalcodlico de Passiflora alata ndo promoveu alteracfes
comportamentais significativas nos testes comportamentais realizados.

Nos testes de campo aberto e labirinto em cruz elevado, os resultados
mostraram que o extrato ndo resultou em um efeito ansiolitico, quando comparados

ao grupo controle. Em contrapartida, diversos estudos presentes na literatura afirmam
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que a P. alata possui atividade ansiolitica. Provensi et al. (2008) demonstraram em
seu estudo um aumento no tempo no brago aberto assim como um menor tempo no
braco fechado para os animais (camundongos), submetidos ao tratamento por via oral,
60 minutos antes do teste, com 300 mg/Kg de extrato hidroalcodlico de P. alata. Neste
mesmo estudo, ndo houve a identificacdo de alteracdes no teste de campo aberto. De
maneira semelhante, Romanini et al. (2006) demonstraram uma diminuicdo no tempo
no braco fechado apos 30 minutos da administracdo aguda de 300mg/Kg do extrato
aquoso de P. alata. E, também, Barbosa et al. (2008) demonstraram um efeito
ansiolitico através do aumento no tempo no braco aberto e reducédo no braco fechado
em ratos submetidos a administracéo aguda, via intraperitoneal, de 100 e 150mg/Kg
de um extrato aquoso da planta.

Na literatura revisada (PubMed, Scielo, Google Scholar, ScienceDirect, no
periodo de outubro/dezembro de 2017) foi encontrado apenas um estudo que
demonstrou o efeito ansiolitico apos a realizagdo de um tratamento prolongado com a
planta. Este estudo foi realizado por Otobone et al. (2005b), que demonstraram tal
efeito ap6s a administragdo, durante 15 dias, de 20mg/Kg de um extrato hidroalcodlico
de P. alata associado a Valeriana officinalis, o qual promoveu um aumento no tempo
nos bracgos abertos.

Por outro lado, existem também evidéncias do efeito ansiogénico de
Passifloras. Realizando um tratamento durante 14 dias, com 300 mg/Kg de extrato
aquoso de P. alata, Fenner (2006) mostrou um possivel efeito ansiogénico em ratos
submetidos ao teste de labirinto em cruz, os quais permaneceram um tempo menor
no braco aberto quando comparados ao grupo controle. Este resultado também foi
observado durante o tratamento agudo, utilizando a mesma dose. Porém, na dose de
600 mg/Kg houve uma reversado deste efeito. Além deste estudo, Elsas et al. (2010)
também demonstraram um efeito ansiogénico em camundongos tratados, por uma
semana, com um extrato de P. incarnata solubilizado na agua do bebedouro,
resultando em uma diminuicdo significativa do tempo nos bragcos abertos em
comparacao ao controle.

Apesar de tais evidéncias, acerca dos efeitos ansiolitico e antidepressivo, estes
estudos apresentam fatores que nao se correlacionam com as metodologias
propostas em nossa pesquisa. Um destes fatores € a preparacao do extrato, o qual
foi preparado com solvente diferente dos demais, além de outros fatores como a dose

utilizada, composi¢éo quimica do extrato (concentracdo de flavonoides e saponinas),
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espécie utilizada para o ensaio, assim como aspectos fisiologicos e metabdlicos
(ELSAS et al., 2010), duracéo de tratamento (agudo ou crbnico), e as condicdes de
execucgao do teste, como ritmo circadiano do animal, exposicao a luz e sons (WALF;
FRYE, 2007).

Além disto, em nosso estudo o teste de labirinto em cruz elevado foi realizado
8 dias apods o termino do tratamento de 14 dias com o extrato, 0 que pode ter gerado
alteracdes no efeito observado, uma vez que houve uma interrup¢ao do tratamento
para a realizacdo dos demais testes comportamentais. Este foi um dos principais
fatores limitantes deste estudo para que ndo pudessem ser identificadas alteracdes
comportamentais, ndo somente na avaliacdo do efeito ansiolitico como também nos
demais efeitos analisados. Apesar de ndo se conhecer 0s seus parametros
farmacocinéticos, acredita-se que este hiato entre o término das administracdes e a
realizacdo dos testes possa ter alterado fatores como a concentracao plasmatica dos
componentes do extrato, e assim, a ndo identificacdo dos efeitos terapéuticos ja
estabelecidos na literatura.

Semelhantemente a alguns estudos citados acima, este estudo demonstrou
auséncia de alteracbes motoras, no teste de campo aberto, apés o tratamento
prolongado com o extrato.

Além disto, ndo foi observado um efeito antidepressivo apés o tratamento
prolongado com o extrato hidroalcodlico de P. alata, no teste de natagéo forcada.
Assim como para o efeito ansiolitico, a literatura apresenta diversos estudos
demonstrando o papel antidepressivo de plantas do género Passiflora, como a P.
alata. Santosh et al. (2011) mostraram em seu estudo uma reducédo do tempo de
imobilidade nos testes de suspenséo pela cauda e natacao forcada, em camundongos
submetidos a uma dose aguda (100, 200 e 300mg/Kg) de um extrato metandlico das
folhas de P. foetida. De mesma maneira, (JAFARPOOR et al., 2014; SINGH; SINGH;
GOEL, 2012) também demonstraram tal efeito antidepressivo para o extrato
hidroalcodlico de P. incarnata.

Apesar disto, o efeito antidepressivo ndo foi pronunciado neste trabalho, e este
fato pode ser resultado dos diversos fatores ja mencionados, como as caracteristicas
do extrato (solvente utilizado, composi¢cao quimica, aspectos climaticos), assim como
caracteristicas do animal (espécie, peso, taxa de metabolismo, nivel de estresse

[presenca de ruidos, odores e movimentacdo aversiva] e demais caracteristicas
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inerentes ao animal [genéticas]), assim como aspectos metodoldgicos (tamanho dos
aparatos, temperatura da agua e variacao interpessoal de avaliacéo).

Por outro lado, neste mesmo modelo da natacao forgcada, foi identificado um
aumento no tempo de escalada para os animais tratados, o que indica um possivel
envolvimento do sistema noradrenérgico no mecanismo de acdo do extrato
(CONSONI; VITAL; ANDREATINI, 2006; DETKE; RICKELS; LUCKI, 1995). Este
envolvimento noradrenérgico também ja foi demonstrado por estudos que utilizaram
extrato de P. edulis (AYRES et al., 2017) e vitexina (flavonoide presente na P. alata)
(CAN; DEMIR OZKAY; UCEL, 2013). Tais estudos demonstraram uma inibicdo do
efeito antidepressivo apds a administracdo de AMPT (alfa metil-p-tirosina), um inibidor
da sintese de catecolaminas (noradrenalina).

Em relacdo a avaliacdo de possiveis efeitos nootropicos induzidos pelo extrato
de P. alata, foi observado que ndo houve modificacdo na memorizacdo dos animais
(memdéria semantica de curta duracao), tanto no teste de reconhecimento social como
no teste de reconhecimento de objetos. Barbosa et al. (2008b) também apresentou
tais resultados, ndo identificando alteracdes na meméria dos animais, tratados com
diferentes concentracfes (100 e 150 mg/Kg) de extratos aquosos de P. alata e P.
edulis, submetidos ao teste de esquiva inibitéria, assim como Slomp et al. (2010) que
realizaram um tratamento com 150 mg/Kg de P. alata associado a Valeriana officinalis.
Por outro lado, no estudo de Jawna-zboihska et al. (2016) foi observado um efeito
nootrépico, em ratos Wistar, apés um tratamento, de 9 semanas, com 300 mg/Kg de
um extrato hidroalcodlico de P. incarnata.

Sendo assim, as poucas evidéncias existentes se mostram contraditorias,
mostrando a necessidade de maiores esfor¢cos para a elucidacdo dos efeitos

resultantes do tratamento prolongado sobre a memoria.

6.3 AVALIACAO DO EFEITO DO EXTRATO NO MODELO ANIMAL DE DOENCA DE
PARKINSON, INDUZIDA POR 6-OHDA.

Neste estudo, pode-se observar que o extrato hidroalcodlico das folhas de P.
alata produziu um efeito benéfico sobre o modelo animal de DP, induzido pela 6-
OHDA. Nos testes de reconhecimento social e reconhecimento de objetos, o extrato
preveniu a perda de memoéria induzida pela neurotoxina 6-OHDA, promovendo 0 um

aumento dos scores de RID e de discriminagao (ED), os quais foram diferentes
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estatisticamente dos resultados observados no grupo 6-OHDA controle, indicando
assim, um efeito positivo do extrato neste modelo.

Quando avaliado o efeito per se do tratamento com o EHPA sobre a memodria,
observamos que este ndo alterou os scores discriminatorios, mostrando que ele por
si s6 ndo gerou um efeito nootropico. Porém, no modelo animal da 6-OHDA, o
tratamento com a P. alata levou a este efeito. Este resultado pode indicar que o efeito
de reversdo de déficit cognitivo, no modelo da 6-OHDA, pode estar associado a um
possivel efeito neuroprotetor resultante do tratamento com o EHPA. Na literatura
revisada ndo existem evidéncias deste efeito relacionados a plantas do género
Passiflora, e, portanto, ha a necessidade de maiores investigacoes.

Enquanto isto, no teste de campo aberto o EHPA ndo promoveu alteracdes
significativas. Este dado € importante, uma vez que alteracdes na ambulacdo
poderiam estar associadas a um comprometimento motor. Este comprometimento
poderia levar a alteragcdes em outros testes comportamentais. Outro viés descartado,
em relacdo ao comprometimento motor, foi atraves da néo existéncia de correlacdo
entre 0 aumento do tempo de imobilidade, no teste de natacdo forcada, com a
diminuicdo da ambulac&o no campo aberto. Mostrando novamente que os resultados
apresentados sdo decorrentes de alteracdes comportamentais e ndo de alteracdes
motoras.

Para a avaliacdo do efeito neuroprotetor frente a alteracdes motoras causadas
pela 6-OHDA, a metodologia realizada para a lesdo na via nigroestriatal € diferente,
sendo necessario uma administracdo unilateral da neurotoxina. Apés esta
administracdo, € realizado a avaliacdo do comportamento rotatério induzido por
apomorfina, sendo que, quanto maior o nimero de rotagdes contralaterais, maior a
lesdo causada e, uma reducdo nestas rotacOes indicam um efeito neuroprotetor
(VECCHIA et al., 2015). Este teste nao foi realizado neste trabalho em funcdo da
guantidade de animais necessarios ao estudo. Para a realizacdo deste teste seriam
necessarios o dobro da quantidade de animais utilizados, tornando-se inviavel em
funcdo da estrutura de biotério e tempo para execucao dos testes.

Quando avaliadas em diferentes modelos de DP, as Passifloras
desencadearam efeitos neuroprotetores importantes sobre as alteracdes motoras. No
modelo de DP induzido por reserpina, o extrato hidroalcodlico de P. cincinnata
preveniu o aparecimento de alteracdes motoras (BRANDAO et al., 2017). E, também,

Ingale e Kasture (2014) mostraram que o tratamento do extrato butandlico de P.
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incarnata reduziu a catalepsia (imobilidade e rigidez de membros) induzida por
Haloperidol (antagonista do receptor D2 de dopamina), além de reduzir os
movimentos mandibulares induzidos por tacrina (inibidor da acetilcolinesterase).

Foram observadas diferencas no tempo no centro e periferia entre oS grupos
SHAM e 6-OHDA controle. Esse efeito mostra que os ratos lesionados apresentaram
um maior comportamento do tipo ansioso quando comparados ao grupo SHAM. Este
efeito se da pelo fato de que animais com comportamento do tipo ansioso tendem a
ficar numa zona de seguranca, sendo esta zona a regido periférica da caixa, onde ha
menor exposi¢cao dos animais e também pelo fato de que eles podem se sentir seguros
ao encostar as vibrissas na parede.

Enquanto isso, apesar de o tratamento ndo apresentar diferenca significativa
comparando ao grupo 6-OHDA controle, estes grupos também nao apresentaram
diferenca com o grupo SHAM, podendo indicar um possivel efeito de reversdo do
comportamento do tipo ansioso.

Por outro lado, no teste de labirinto em cruz elevado, que também avalia o
comportamento do tipo ansioso, ndo houve diferenca significativa entre os parametros
analisados, nem mesmo entre os grupos SHAM e 6-OHDA controle. Outros estudos
ja demonstraram tal resultado, indicando que a lesdo com 6-OHDA também nao
resultou em alteracdes no comportamento do tipo ansioso no teste de labirinto em
cruz elevado. Nestes estudos, foram realizadas administracdes bilaterais de 8 pg de
6-OHDA no estriado dorsal de camundongos (BRANCHI et al., 2010) e 12 ug de 6-
OHDA no feixe prosencefalico medial de ratos Wistar (BRANCHI et al., 2008;
CARVALHO et al., 2013), mostrando que mesmo com maiores doses da neurotoxina,
o efeito ansiogénico também nao foi observado.

A ansiedade é uma condicdo que esta presente em grande parcela dos
pacientes com DP. O desenvolvimento desta condicdo nos humanos, com DP, se da
por um processo crbnico de neurodegeneracdo e que acomete diversos tipos
neuronais (WALSH; BENNETT, 2001), ao contrario do que ocorre nos modelos
animais, em que ha uma lesdo aguda e especifica para um tipo de neurbnio. A leséo
realizada neste estudo foi especifica para neurdnios dopaminérgicos, o que pode ter
gerado uma reducgdo do efeito ansiogénico induzido pela toxina (BRANCHI et al.,
2010, 2008; CARVALHO et al., 2013). Além disto, ainda nédo se sabe se a ansiedade,
presente em pacientes com DP, é resultado de aspectos fisiopatologicos da doenca
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ou se ocorrem em funcdo de efeitos colaterais dos medicamentos utilizados para o
tratamento dos sintomas (WALSH; BENNETT, 2001).

Por outro lado, Tadaiesky et al. (2008) observaram um efeito contrario do que
o demonstrado por Branchi et al. (2008,2010), indicando que a leséo bilateral com 12
pg de 6-OHDA promoveu alteracdes no comportamento do tipo ansioso, no teste de
labirinto em cruz elevado, indicando que a lesdo promoveu um aumento deste tipo de
comportamento. Este efeito do tipo ansioso, resultante da lesdo com 6-OHDA,
encaixa-se melhor com a hipétese de desenvolvimento de manifestagdes ndo-motoras
da DP, segundo Prediger et al. (2012). Apesar disto, ndo foram observadas alteracbes
neste comportamento em decorréncia do tratamento com o extrato de P. alata.
Brandao (2015) demonstrou em seu estudo que o tratamento, tanto agudo como
“crénico”, de P. cincinnata também nao promoveu alteracdes no teste de labirinto em
cruz elevado.

O comportamento do tipo depressivo também é promovido pela leséo bilateral
com 6-OHDA (SANTIAGO et al., 2010). Neste estudo, o teste realizado para avaliar
uma possivel reversao deste efeito foi o teste de natacao forcada. Neste teste, o
animal é colocado em um cilindro com agua e pode realizar trés tipos de movimento:
natacdo, escalada e imobilidade, sendo que, quanto maior o tempo de imobilidade,
maior € o comportamento do tipo depressivo, visto que, o animal desistiu de escapar
do cilindro. Quando comparados os grupos SHAM e 6-OHDA controle, pode-se
observar que houve diferenca estatistica entre estes grupos nos parametros de
natacdo e imobilidade. Este fato indica que a lesdo gerada resultou em um
comportamento do tipo depressivo.

Neste teste, o tratamento com o EHPA promoveu um efeito antidepressivo, uma
vez que, 0s animais tratados permaneceram um maior tempo realizando o movimento
de natacdo e um menor tempo de imobilidade quando comparados ao grupo 6-OHDA
controle. Este efeito de reducéo do tempo de imobilidade (no modelo da 6-OHDA) em
funcdo do tratamento com a P. alata e outras espécies do género, ainda néo é descrito
na literatura. Porém, plantas como o Hibiscus asper (FOYET et al.,, 2011) e o
Hypericum perforatum (VECCHIA, 2013), que apresentam alguns metabdlitos
semelhantes as Passifloras, como a rutina e hiperosideo (GREESON; SANFORD;
MONTI, 2001), também apresentaram resultados semelhantes aos deste presente
estudo.
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Neste mesmo modelo, o tratamento resultou em um aumento no tempo de
escalada. Como ja mencionado anteriormente, o0 aumento do tempo de escalada, no
teste de natacdo forcada, estad associado a uma ativacdo do sistema noradrenérgico
(CONSONI; VITAL; ANDREATINI, 2006), indicando um possivel mecanismo de agéo
para o efeito antidepressivo.

Através destes resultados, pode-se observar que o extrato de P. alata preveniu
0 aparecimento de comportamentos do tipo depressivo e do déficit cognitivo induzidos
pela leséo bilateral de 6-OHDA. Estudos com espécies relacionadas e compostos
presentes na planta também demonstram tais efeitos. Tal et al. (2016) evidenciaram
um efeito neuroprotetor dos frutos de P. edulis, através de um tratamento prévio de
14 dias, reduzindo em 60% a morte de neurénios dopaminérgicos (SNpc e estriado)
apos a administracdo de MPTP. Outros achados importantes estédo relacionados ao
efeito neuroprotetor da crisina, onde ela mostrou a reducdo da morte celular, em
células PC12 (feocromocitoma), apos a lesdo por 6-OHDA (ZHAO et al., 2009), e
também preveniu a morte de neurdnios dopaminérgicos mesoencefélicos em cultura,
apos a lesédo com MPTP (MERCER et al., 2005). E no estudo de Goes et al. (2017),
sob o modelo da 6-OHDA, a crisina promoveu reducao de movimentos rotatorios, além
de promover a restauracao dos niveis de fatores inflamatorios (reducédo de IL-6, IL-2
e IL-18 e TNF-a), oxidativos e de dano neuronal (demonstrado através de dados
imunohistoquimicos) neste mesmo modelo.

Apesar de ndo existirem muitos dados correlacionando o efeito neuroprotetor
da P. alata e espécies correlacionadas sobre a DP, acredita-se que estas plantas
tenham grande potencial terapéutico sobre esta doenca, atuando principalmente
sobre os processos oxidativos envolvidos na DP. Para a confirmacéo desta hipotese,
novas analises devem ser feitas, como a imunohistoquimica da SNpc para tirosina
hidroxilase (TH) ou até mesmo através da técnica de Western-blot, a fim de identificar
e quantificar a morte de neurdnios dopaminérgicos, além de outras técnicas, como
TBARS (thiobarbituric acid reactive substances), para a determinacéo de peroxidacéo
lipidica, indicando o possivel mecanismo sobre o estresse oxidativo.

Além das avaliagbes comportamentais, este estudo objetivou quantificar a
concentracdo de glutationa reduzida (GSH) e de catalase (CAT) no estriado dos
animais estudados, a fim de identificar alteracdes nestes sistemas antioxidantes
enddgenos, os quais poderiam estar associados a um possivel efeito decorrente do

tratamento com o EHPA.
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A GSH, um tripeptideo, € um importante constituinte do sistema antioxidante
enddgeno, e estd presente em concentracbes milimolares em grande parte das
células do organismo. A GSH pode agir sozinha ou com auxilio de outras enzimas na
reducdo de ROS como o anion superoxido, radicais peroxilas e peroxinitritos
(SMEYNE et al.,, 2013). A literatura mostra que na DP ha uma deplecdo da
concentracdo GSH (CHINTA et al.,, 2007; HAUSER; HASTINGS, 2013; JENNER,
1993; WULLNER et al., 1996). Um estudo post mortem revelou um decréscimo de
aproximadamente 40% da concentragdo de GSH, na substancia negra, em pacientes
com DP quando comparados a pacientes sem a doenca (SIAN et al., 1994). Além
disto, sabe-se também que a GSH promove uma atenuacdo da morte neuronal
induzida pela 6-OHDA (SHIMIZU et al., 2002).

Apesar de tais evidéncias, este estudo n&o identificou alteracdes na
concentracdo de GSH no estriado quando comparados os grupos SHAM e 6-OHDA
controle, embora sejam observadas diferencas nas médias entre 0s grupos, quando
comparadas ao grupo 6-OHDA Controle, porém, estatisticamente ndo houve
diferencas entre os grupos devido ao elevado desvio padréo.

Este resultado pode significar ou que o mecanismo de acdo do extrato nao foi
por regulacao positiva deste sistema antioxidante enddégeno, ou entdo, o experimento
realizado néo foi capaz de detectar estas alteracdes. Algumas limitacées podem existir
durante a realizacdo da metodologia, como a temperatura de armazenamento e pH
da amostra, que podem gerar a oxidagcéo e degradacédo da GSH (TIPPLE; ROGERS,
2012), como também o nimero de amostras analisadas, que neste estudo foram de
apenas 4 por grupo. Além disto, sabe-se que a concentracdo de GSH, tanto no tecido
cerebral, como no plasma sdo bem baixas quando comparadas a outros tecidos,
sendo esta uma limitagéo relacionada a sensibilidade desta metodologia (SMEYNE et
al., 2013; TIPPLE; ROGERS, 2012), podendo este fator ser o responsavel pela ndo
identificacdo das alteracGes esperadas.

Além a determinacgéo da GSH no estriado também foi realizada a determinacgao
no plasma. Esta determinagéo teve como objetivo avaliar se o tratamento realizado
com P. alata, ou a leséo pela 6-OHDA, poderiam levar a altera¢des nos niveis de GSH
no sangue periférico. Porém, nenhum dos fatores pareceu ter influéncia. Novamente,
acredita-se que ou houve uma limitacdo na execucdo do teste ou em relacao,

resultante sensibilidade a determinacdo da GSH no plasma, e também devido ao
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baixo numero experimental (n=4), ou entdo, que a P. alata ndo teve um papel sobre
0S niveis deste tripeptideo.

A catalase, uma enzima encontrada de maneira ubiqua em tecidos como
figado, rins e eritrocitos, tem como funcdo catalisar a reacdo de degradacdo do
peroxido de hidrogénio (H202) em agua e oxigénio (0O2) (MAGALINGAM,;
RADHAKRISHNAN; HALEAGRAHARA, 2014; SINGH et al., 2008). Além de estar
presente nestes tecidos, a catalase também € expressa em outros tecidos, como no
SNC (MORENO; MUGNAINI; CERU, 1995).

Diversos estudos mostram o0 envolvimento da deplecdo deste sistema
antioxidante na DP (AMBANI; VAN WOERT; MURPHY, 1975; YAKUNIN et al., 2014),
e também em modelos de DP através de lesédo por 6-OHDA, tanto em modelos in vivo
(PERUMAL et al., 1989) como in vitro (BLUM et al., 2000; SAITO et al., 2007). Apesar
disto, ndo foram verificadas alterac6es na atividade da catalase tanto nos eritrocitos
como no estriado, dos animais lesionados quando comparados aos animais do grupo
SHAM controle, e também dos animais tratados quando comparados ao controle.

Estes resultados podem ter sido decorrentes do processo de armazenamento
dos tecidos utilizados, jA que o congelamento e descongelamento das amostras
podem levar a uma alteracdo na sua atividade (CAO et al., 2003; SHIKAMA,
YAMAZAKI, 1961). Outro fator que também pode ter influenciado este resultado é o
elevado desvio padréo associado ao baixo nimero amostral, sendo necessarias uma
guantidade maior de amostras para se obter melhores conclusdes. Vale lembrar,
também, que este teste avalia a capacidade de neutralizacdo do H20:2 pela catalase
tecidual/eritrocitos e que, portanto, ele ndo avalia a expressado ou concentracao desta
enzima.

Outro parametro avaliado com o intuito de identificar possiveis alteracdes
fisiolégicas induzidas pelo tratamento com o EHPA (podendo indicar uma possivel
toxicidade do extrato) ou pela 6-OHDA foi a avaliacao dos indicadores hematoldgicos
e bioguimicos. Nesta avaliacdo, ndo houve influéncia do tratamento ou do modelo
utilizado na maior parte dos parametros. Os unicos fatores em que foi observada uma
diferenca estatistica dos grupos lesionados (6-OHDA controle, 100, 200 e 300)
guando comparados ao controle foram o nimero total de hemacias e hematocrito (que
tem relagdo ao numero total de hemacias).

Esta reducdo da hematopoiese decorrente da administracéo de 6-OHDA ja foi

documentada na literatura. Hritcu (2008) também mostrou em seu estudo que apés a
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administracao bilateral de 6-OHDA na SNpc, houve uma reducdo da hematopoiese e
leucopoiese nestes animais. Alguns autores acreditam que a regulacdo da
hematopoiese esteja relacionada ndo somente com as células do estroma medular e
citocinas hematopoiéticas, mas também com o sistema nervoso central, através de
fatores neuroenddcrinos e catecolaminas (BAZAN, 1991; HRITCU, 2008). No estudo
de Penn e colaboradores (2010), ratos lesionados com 6-OHDA apresentaram
inibicdo de coldnias eritréides progenitoras, retiradas do fémur. Este efeito foi inibido
através da administracéo exdgena de noradrenalina.

Apesar disto, ha a necessidade de maiores evidéncias para determinar a
influéncia da 6-OHDA neste processo e, sobretudo, sobre a correlacdo entre as

catecolaminas e a modulagao da hematopoiese.
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7. CONCLUSOES

No presente estudo podemos observar que o extrato hidroalcdolico das folhas
de Passiflora alata reverteu 0s prejuizos cognitivos, efeito tipo ansioso e tipo
depressivo causados pela infusédo intracerebral de 6-OHDA, um modelo animal de

doenca de Parkinson, sugerindo que o EHPA tenha um efeito neuroprotetor.
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