U [~
[ [~
e~

Y

T,

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

EFEITO NEUROPROTETOR DO EXTRATO HIDROETANOLICO DE Anacardium
occidentale E DO ACIDO ANACARDICO NO MODELO EXPERIMENTAL ANIMA L
DA DOENCA DE PARKINSON INDUZIDO POR ROTENONA

CYBELLE FACANHA BARRETO MEDEIROS LINARD

Recife
2014



CYBELLE FACANHA BARRETO MEDEIROS LINARD

EFEITO NEUROPROTETOR DO EXTRATO HIDROETANOLICO DE Anacardium
occidentale E DO ACIDO ANACARDICO NO MODELO EXPERIMENTAL ANIMA L
DA DOENCA DE PARKINSON INDUZIDO POR ROTENONA

Tese de doutorado submetida ao Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal de
Pernambuco, como requisito parcial para obtencao do

titulo de Doutor em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Profa.Dra. Simone Sette Lopes

Co-orientador: Prof. Dr. Almir Gongalves Wanderley

Recife

2014 2



Ficha catalografica elaborada pela
Bibliotecaria: Mdnica Uchéa. CRB4-1010

L735e

Linard, Cybelle Faganha Barreto Medeiros.

Efeito neuroprotetor do extrato hidroetandlico de anacardium
occidentale e do acido anacardico no modelo experimental animal da
doenga de parkinson induzido por rotenona / Cybelle Faganha Barreto
Medeiros Linard. — Recife: O autor, 2014.

121 fiil.; fig.; 30 cm.

Orientadora: Simone Sette Lopes.

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco, CCS.
Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas, 2014.

Inclui referéncias, apéndices e anexos.

1. Anacardium occidentale. 2. Estresse oxidativo. 3. Rotenona. 4.

Compostos fendlicos. 5. Superoxido dismutase. |. Lopes, Simone Sette
(Orientadora). 11. Titulo.

615.3 CDD (23.ed.) UFPE (CCS2014-203)




e
[
[ [~

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E POS-GRADUA CAO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS
Recife, 30 de outubro de 2014.
Defesa de Tese de Doutorado de Cybelle Facanha Barreto Medeiros Linard APROVADA, por decisdo

)

L

unanime, em 30 de outubro de 2014 e cuja Banca Examinadora foi constituida pelos seguintes
professores:

PRESIDENTE PRIMEIRO EXAMINADOR INTERNO: Prof. Dr. José Lamartine Soares Sobrinho
(Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Centro de Ciéncias Saulde, Universidade Federal de
Pernambuco Recife - UFPE)

Assinatura:

ORIENTADOR E PRIMEIRO EXAMINADOR EXTERNO: Profa. Dra. Simone Sette Lopes

(Depto de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE).

Assinatura:
SEGUNDO EXAMINADOR EXTERNO: Prof. Dr. Marcelo C A Rodrigues (Departamento de Fisiologia

e Farmacologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Pernambuco Recife - UFPE)

Assinatura:

TERCEIRO EXAMINADOR EXTERNO: Prof. Dr. Filipe Silveira Duarte

(Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de
Pernambuco Recife - UFPE)

Assinatura:

QUARTO EXAMINADOR EXTERNO: Profa. Dra. Angela Amancio dos Santos

(Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de
Pernambuco Recife - UFPE)

Assinatura:

SUPLENTE INTERNO: Prof. Dr. Pedro Rolim Neto

(Departamento de Antibiéticos, Centro de Ciéncias Biolégicas, Universidade Federal de Pernambuco
Recife - UFPE)

Assinatura:

SUPLENTE EXTERNO : Profa. Dra. Julianna Ferreira Cavalcanti Albuquerque

(Departamento de Antibiéticos, Centro de Ciéncias Biol6gicas, Universidade Federal de Pernambuco
Recife - UFPE)




UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

PRO-REITORIA PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E POS-GRADUA CAO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

REITOR
Prof. Dr. Anisio Brasileiro de Freitas Dourado
VICE-REITOR
Prof. Dr. Silvio Romero de Barros Marques
PRO-REITOR PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E POS-GRADUA(;A @)
Prof. Dr. Francisco de Sousa Ramos

DIRETOR DO CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Prof. Dr. Nicodemos Teles de Pontes Filho

VICE-DIRETORA DO CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Profa. Dra. Vania Pinheiro Ramos

CHEFE DO DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

Prof. Dr. Antbnio Rodolfo de Faria

VICE-CHEFE DO DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICA S
Prof. Dr. Dalci José Brondani

COORDENADOR DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA S
FARMACEUTICAS

Prof. Dr. Almir Gongalves Wanderley

VICE- COORDENADORA DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS

Profa. Dra. Ana Cristina Lima Leite



DEDICATORIA

A Deus por permitir a realizacdo deste trabalho;

Aos meus pais, Raul de Abreu Medeiros e Maria
Erileide Faganha Barreto Medeiros, pela
dedicagdo de uma vida em prol dos meus

estudos;

Ao meu esposo Roberto Sérgio Sobreira Linard
pelos momentos de auséncia compreendidos,
pelas contribuicbes, pelas revisbes, mas,
sobretudo pelo carinho, companheirismo e
incentivo em todos os momentos dificeis dessa

jornada;

As minhas filhas Julia Teresa Medeiros Linard e
Laura Teresa Medeiros Linard que tanto alegram

meus dias;

Aos meus irmaos, Raul Jr., Rbmulo Facanha e
Régis Facanha pelo carinho e incentivo
indispensaveis para o0 cumprimento desse

percurso.



AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Simone Sette, pela oportunidade, confianga, respeito, incentivo,
amizade, alegria e principalmente, pela enorme dedicacdo na realizacdo deste

trabalho.

Ao Prof. Dr. Almir Gongalves Wanderley, pela co-orientagdo, disponibilidade e
atencao.

A Profa. Dra. Belmira Lara pelo apoio técnico, orientacéo cientifica, disponibilidade,
atencdao, incentivo, amizade e principalmente, pela enorme dedicacdo na realizacao

deste trabalho.

A Profa. Dra. Maria Teresa Trevisan pela disponibilidade, sugestdes e imensa
contribuicdo, mesmo a distancia.

Ao Prof Dr. Filipe Duarte pelas contribui¢cdes cientificas e as palavras amigas;

A todos os meus familiares por serem sempre tdo presentes e tdo estimuladores do

meu SuUcesso.

Aos animais que tiveram suas vidas ceifadas em prol da ciéncia.

A amiga Juciene Rodrigues com quem iniciei o aprendizado experimental do

trabalho desta tese.

A Adriana Pastre, mais que uma companheira nessa jornada, pelo incentivo,

amizade, ajuda na execugao dos experimentos, sugestdes, conselhos e criticas;

Ao meu amigo “irméo” Adriano Ramos que muito contribuiu para o desenvolvimento

deste trabalho;
A amiga Germana Freire pelo apoio técnico, disponibilidade, atenc&o e orientag&o;

Aos queridos amigos do Laboratorio de Farmacologia e Toxicologia Pré-Clinica de
Produtos Bioativos Alice Valenca, Arthur Amorim, Eliadna Lemos, Hyago Texeira,
Juliano, Marjorie Denti, Paulo, Rebeca, Renata Ribas, Samara, Shirliane Nayane,
Thaynne, Vitor Carvalho, Vitor Sales pelo companheirismo e auxilio durante o

tempo em que trabalhamos juntos.



Aos colegas do Depto. de Fisiologia e Farmacologia e de Biofisica pela colaboracgéo,
especialmente Aline, Dyjanah, Eraldo, Luana, Ricielle, Sr. Fredson, Bruna, Patricia,
Rose e Silvana pela amizade e por serem sempre tdo solicitos.

Ao corpo docente e aos funcionarios do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias

Farmacéuticas.

Aos membros da banca examinadora, Prof. Dr. Marcelo Cairdo, Prof. Dr. Filipe
Duarte, Profa. Dra. Angela Amancio, Prof. Dr. José Lamartine, Profa. Dra. Julianna

Ferreira por terem aceitado o convite, pela analise e colaboracéo deste trabalho;
Ao programa de Pds-Graduacgdo em Ciéncias Farmacéuticas;

A FACEPE (Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de
Pernambuco) e ao CNPQ (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnologico) pelo suporte financeiro.

A todos aqueles que apesar de nao citados, ajudaram de alguma forma para que

este trabalho pudesse ser concluido.



“Néao confunda jamais conhecimento com
sabedoria.
Um o ajuda a ganhar a vida; o outro a construir

uma vida.”

Sandra Carey



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Acido anacérdico 22

Figura 2 - Efeito do Acido anacardico e do extrato de

Anacardium occidentale na variacdo da massa corporal (g) no 44

teste da toxicidade aguda.
Figura 3 - Efeito do tratamento com extrato de Anacardium

occidentale no teste do campo aberto 46
Figura 4 - Efeito do tratamento com extrato de Anacardium

occidentale no teste do rotarod 47
Figura 5 - Efeito do tratamento com extrato de Anacardium

occidentale no teste do labirinto em T elevado 48
Figura 6 - Efeito do tratamento com extrato de Anacardium

occidentale no teste da catatonia 49
Figura 7 - Efeito do tratamento com extrato Anacardium

occidentale na peroxidagéo lipidica 50
Figura 8 - Avaliacédo da atividade antioxidante in vitro do

Acido anacardico e do butil-hidroxi-tolueno 51
Figura 9 - Efeito do tratamento com Acido anacardico no teste

do campo aberto 53
Figura 10 - Efeito do tratamento com Acido anacéardico no 54

teste do rotarod

10



Figura 11 - Efeito do tratamento com Acido anacéardico no

teste do labirintoem T 55
Figura 12 - Efeito do tratamento com Acido anacéardico na

peroxidacao lipidica 56
Figura 13: Efeito do tratamento com Acido anacardico na 58

atividade da superoxido dismutase total
Figura 14: Fotografias com microscopia de epifluorescéncia

mostrando secdes sagitais do cérebro no nivel da substancia

negra processadas por coloracdo com Fluoro-Jade C 59

11



RESUMO

O aumento da populacdo idosa tem levado a uma crescente incidéncia de
doencas neurodegenerativas em todo o mundo. O consumo de alimentos de origem
vegetal e o uso das propriedades terapéuticas de muitas plantas destacam-se desde
os primérdios da humanidade. Anacardium occidentale Linn, conhecido
popularmente como cajueiro, € uma arvore nativa do Norte e Nordeste do Brasil. Seu
pseudofruto possui elevado teor de vitamina A, do complexo B, C e compostos
fendlicos. O acido anacardico, composto fendlico obtido a partir do Anacardium
occidentale, possui propriedades terapéuticas tais como: antimicrobiana,
gastroprotetora, anticarcinogénica e anti-inflamatéria. Evidéncias in vitro e in vivo
mostraram que tanto o Anacardium occidentale quanto o acido anacardico possuem
baixa toxicidade e efeitos antioxidantes, sugerindo potencial uso terapéutico.
Entretanto, nenhum desses estudos foi realizado para testar o efeito antioxidante da
administracdo sistémica do Anacardium occidentale e acido anacardico no sistema
nervoso central em modelo experimental de doenca de Parkinson. Neste estudo
hipotetizamos que Anacardium occidentale e acido anacardico podem exercer
neuroprotecdo no cortex cerebral e no sistema nigroestriatal contra o estresse
oxidativo induzido pela rotenona. Ratos adultos foram tratados por via oral com
extrato hidroetandlico de Anacardium occidentale (150 e 600 mg/kg), acido
anacardico (1-100 mg/kg) ou veiculo, 1 hora antes da administracdo de rotenona (3
mg/kg) por via subcutdnea durante 5 dias consecutivos. O comportamento dos
animais foi avaliado nos testes do campo aberto, rotarod, catatonia e labirinto em T.
Os sinais de neurodegeneracao na substancia negra, lipoperoxidacdo no sistema
nigroestriatal e cortex cerebral e dosagem da enzima superdxido dismutase total
também foram avaliados. Os grupos tratados com Anacardium occidentale e acido
anacardico melhoraram a neuromotricidade nos testes comportamentais e, nas
doses de 150 e 600 mg/kg de Anacardium occidentale no cértex, diminuiram a
lipoperoxidacdo, provocados pela rotenona, em 47 e 62%, respectivamente; no
estriado, em 32 e 56%, respectivamente; e na substancia negra, na dose de 600
mg/kg, em 76%. O aumento da atividade da enzima superoxido dismutase total foi
detectada usando acido anacardico 25-100 mg/kg em todas as regifes analisadas.
Este aumento variou de acordo com a regido, correspondendo a cerca de 80% na
substancia negra, 53% no cértex cerebral e de 230% no corpo estriado. O &cido
anacardico também diminuiu sinais de neurodegeneracao provocados pela rotenona
na substancia negra. A administracdo oral de Anacardium occidentale e acido
anacardico impediram a neurotoxicidade induzida pela rotenona em ratos, em patrte,
devido a sua acdo moduladora sobre a enzima superoxido dismutase total,
reduzindo neurodegeneracdo no sistema nigroestriatal e no cortex cerebral.

Palavras chaves: Anacardium occidentale. Estresse oxidativo. Rotenona.
Compostos fendlicos. Superéxido dismutase
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ABSTRACT

The increase in the elderly population has led to an increasing incidence of
neurodegenerative diseases worldwide. The consume of vegetable source foods and
the use of the therapeutic properties of many plants excel from the dawn of humanity.
Anacardium occidentale Linn, popularly known as cashew tree is a tree native of the
North and Northeast region of Brazil. Its pseudofruit has high level of vitamin A, B, C
and phenolics compounds. The anacardic acid, a phenolic compound obtained from
Anacardium occidentale, possesses therapeutic properties such as antimicrobial,
gastroprotective, anticarcinogenic and anti-inflammatory. Evidences in vitro and in
vivo showed that both Anacardium occidentale as anacardic acid have low toxicity
and antioxidant effects, suggesting potential therapeutic use. However, none of these
studies was accomplished to test the antioxidant effect of the systemic administration
of Anacardium occidentale and anacardic acid in the central nervous system in
experimental model of Parkinson's disease. At this study we hypothesized that
Anacardium occidentale and anacardic acid may exert neuroprotection in the
cerebral cortex and in the nigrostriatal system against oxidative stress induced by
rotenone. Adult rats were treated orally with Anacardium occidentale hydroethanolic
extract (150 and 600 mg/kg), anacardic acid (1-100 mg/kg) or vehicle, 1 hour before
administration of rotenone (3 mg/kg) subcutaneously for 5 consecutive days. The
animals behavior was assessed in the open field test, rotarod, catatonia and maze T.
The neurodegeneration signs in the nigra substance, lipid peroxidation in the
nigrostriatal system and cerebral cortex and superoxide dismutase total enzyme
dosage were also evaluated. The groups treated with Anacardium occidentale and
anacardic acid improved their neuromotricity in the behavioral tests and, when using
doses of 150 and 600 mg/kg of Anacardium occidentale in the cortex, reduced the
lipid peroxidation, caused by rotenone, by 47 and 62%, respectively; in the striatum,
by 32 and 56%, respectively; and in the nigra substance, when using doses of 600
mg/kg, by 76%. The increase in the superoxide dismutase total enzyme activity was
detected using anacardic acid 25-100 mg/kg in all regions analised. This increase
varied according to the region, corresponding to approximately 80% in the nigra
substance, 53% in the cerebral cortex and 230% in striatum. Anacardic acid also
decreases neurodegeneration signs caused by rotenone in the nigra substance. The
oral administration of Anacardium occidentale and anacardic acid prevented the
neurotoxicity induced by rotenone in rats, part due to their modulating action on the
superoxide dismutase total enzyme, reducing neurodegeneration in the nigrostriatal
system and cerebral cortex.

Key words: Anacardium occidentale. Oxidative stress. Rotenone. Phenolic
compound. Superoxide dismutase.
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1 INTRODUCAO

O aumento da populacéo idosa tem levado a uma crescente incidéncia de
doencgas neurodegenerativas em todo o mundo. Com isso, o interesse por estudos
que visem a prevencdo e cura destas enfermidades € de grande valia. Varias
evidéncias tém demonstrado que muitas destas afeccOes estédo relacionadas com a
producdo excessiva de radicais livres e de substancias pro-inflamatorias. Assim,
constituintes naturais derivados de plantas medicinais possuem grande importancia,
uma vez gue esses compostos apresentam uma gama de atividades bioldgicas,
dentre elas, atividade antioxidante e/ou anti-inflamatéria com potencialidades
terapéuticas (MANDEL e YOUDIM, 2004).

A utilizacdo de alimentos de origem vegetal e o uso das propriedades
terapéuticas de muitas plantas se destacam desde os primérdios da humanidade. No
Brasil, encontra-se uma flora muito extensa e com potencial terapéutico a ser
investigado. O Anacardium occidentale, conhecido popularmente como cajueiro, é
uma arvore originaria do Norte e Nordeste do Brasil. Seu pseudofruto ou polpa do
caju (pedunculo) é consumido pelo seu sabor e seu alto valor nutritivo,
principalmente pelo teor elevado de vitaminas A, B e C, sais minerais como célcio,
fosforo e ferro e por compostos fendlicos, dentre eles destaca-se o acido anacardico.
Este acido é obtido, em maior quantidade, a partir da casca da castanha do caju.
Aos compostos fendlicos séo atribuidas propriedades antioxidantes (BROINIZI et al.,
2007, 2008), as quais estdo associadas a prevencdo de doencas cronicas nao
transmissiveis, principalmente: cancer, diabetes, doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas (ROMANO et al.,, 2013). Pesquisas constataram que 0
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas como Alzheimer (BEHL, 1998),
Huntington (ALEXI et al., 2000; ROSENSTOCK et al., 2004) e Parkinson (ZHANG et
al., 2000) estdo vinculadas a niveis elevados de estresse oxidativo, alteracoes
mitocondriais e apoptose. O estresse oxidativo pode ser definido como um evento
resultante do desequilibrio o sistema de defesa antioxidante e a geracdo de
substancias oxidantes como as espeécies reativas de oxigénio, onde os oxidantes
sao favorecidos podendo levar a danos celulares (NORAZIT et al., 2012).

A doenca de Parkinson é um distlrbio neurolégico progressivo, caracterizado
histopatologicamente pela degeneracdo dopaminérgica nigroestriatal, via
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responsavel pela producdo de dopamina (SHERER et al., 2003; OBESO et al.,
2000). A dopamina é um neurotransmissor que esta relacionado principalmente com
a funcéo de coordenacdo dos movimentos, atividade cognitiva e limbica (WATTS et
al., 1997; LANG e LOZANO, 1998). Sabe-se que a propria degradacédo espontanea
da dopamina resulta em estresse oxidativo, com produc¢éo de &nions superoxido (O2
), peréxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxila (OH") e quinonas reativas, que sédo
potencialmente toxicos para os neurénios (HAUSER and HASTINGS, 2013). Ocorre
ainda um processo neuroinflamatorio com ativacéo de células da glia e liberacéo de
6xido nitrico (RODRIGUEZ et al., 2013). A presenca de estresse oxidativo na doenca
de Parkinson estd associada ao aumento da oxidacdo de lipidios, de &cido
desoxirribonucleico e de proteinas e com a geracdo de espécies reativas de
oxigénio, que sao espeécies quimicas instaveis (ZHANG et al.,, 1999;
SUBRAMANIAM e ELLIS, 2013 ?).

A doenca de Parkinson continua a ser umas das principais causas de
deficiéncia neurologica e sua prevaléncia ocorre em todo o mundo, em todos o0s
grupos raciais e étnicos, o que justifica os esforcos destinados a melhorar o seu
tratamento. Entretanto, até o0 momento nao foi encontrado uma terapéutica definitiva
que cure ou impecga, de forma efetiva, a progressao desta doenca, sendo que, as
drogas utilizadas atualmente no tratamento da doenca de Parkinson sdo apenas
sintomaticas, uma vez que nenhuma delas faz desaparecer a degeneracao neuronal
(HALLIWELL, 2006). Desta forma, sustancias naturais e de baixo custo que possam
atuar protegendo as ceélulas do estresse oxidativo, minimizando as alteracdes
mitocondriais, da inflamagéo e apoptose, séo fortes candidatas ao desenvolvimento
de novas abordagens terapéuticas de neuroprotecdo, em busca da cura e da
prevencdo. O Anacardium occidentale e o acido anacardico possuem Vvarias
atividades farmacologicas, mas nédo € conhecido ainda os efeitos destes compostos
em um modelo experimental da doenca de Parkinson. Com isso, este trabalho
hipotetiza que o Anacardium occidentale e o acido anacardico possam exercer
atividade neuroprotetora no cortex cerebral e no sistema nigroestriatal contra
estresse oxidativo induzido pela rotenona, um modelo animal de doenca de

Parkinson.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A utilizacdo de espécies vegetais com atividades bioldgicas antecede a
histéria humana escrita. As primeiras civilizacdes perceberam que algumas plantas
continham principios ativos, 0s quais, ao serem experimentados no combate as
doencas, revelaram empiricamente seu poder curativo. Sua utilizagdo, portanto,
pode ser uma estratégia terapéutica na prevencdo e cura de doencas

neurodegenerativas.

2.1 Anacardium occidentale Linn

hY

A familia das Anacardiaceae, a qual pertence o cajueiro, envolve o género
Anacardium com varias espécies diferentes. A variedade mais comum, o
Anacardium occidentale L., € uma arvore originaria do norte e nordeste do Brasil,
sendo particularmente bem conhecida pelo comércio de sua castanha. O cajueiro é
a cultura de maior importancia socioecondmica para a regido Nordeste do Brasil.
(CORREA, 1984).

A casca do caule é utilizada na medicina popular africana no tratamento de
artrite, febre, dores e em inflamagbes de extremidades. Possui propriedades
antiinflamatérias por meio da diminuicdo da producdo de citocinas bem como
bloqueando a expressao génica da 6xido nitrico sintase e da ciclooxigenase 2 pelo
bloqueio de proteinas quinases ativadas por mitogenos (OLAJIDE et al., 2013). O
pseudofruto ou polpa do caju (pedunculo) é consumido pelo sabor especial e pelo
alto valor nutritivo, relacionado, principalmente, ao teor elevado de vitamina C. O
pedunculo contém ainda vitamina A, do complexo B e compostos fendlicos e é rico
em proteinas, lipidios e carboidratos. O pseudofruto é uma boa fonte de sais
minerais como calcio, fésforo e ferro além de zinco, magnésio, fibras e gordura
insaturada (ABREU et al., 2013). A castanha do caju, de sabor muito apreciado, bem
como um liquido produzido a partir da casca da castanha do caju (LCC) constituem
0s principais produtos de exportacdo (AGOSTIN-COSTA et al., 2004).

O LCC tem sido utilizado na medicina tradicional como um analgésico na lepra e
na psoriase, na cicatrizacdo de feridas, no tratamento de Ulceras e abcessos

dentarios (HIMEJIMA e KUBO 1991). O LCC também ¢é utilizado na conservacgao de
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alimentos e na estabilizacdo de tintas, de cimentos e da gasolina, o0 que aumenta o
interesse deste produto para a exportacdo (GEDAM e SAMPATHKUMARAN, 1986).
Ele constitui uma das fontes mais ricas de compostos fendlicos alquilicos do
Anacardium occidentale, sendo constituido pelos cardéis, de uma pequena
proporcao de 2-metilcardois, pelos cardandis, de material polimérico e pelos &cidos
anacardicos (TREVISAN et al.,, 2006). Aos compostos fendlicos sédo atribuidas
propriedades antioxidantes (TREVISAN et al., 2006) e, segundo Morais e
colaboradores (2010), a capacidade antioxidante do extrato do caju esta relacionada
principalmente a presenca do &acido anacardico. O &cido anacardico € constituido
por quinze atomos de carbono com uma, duas ou trés insaturacdes (AGOSTINI-
COSTA et al., 2005) (Figura 1).

Figura 1: Estrutura quimica acido anacéardico de acordo com Carvalho et al.,
(2011)
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2.2 Acido anacardico

Apenas as plantas e micro-organismos sdo capazes de sintetizar compostos
fendlicos. Eles servem também como pigmentos de flores, agem na protecédo

constitutiva contra pragas e doencas, funcionam como moléculas sinais e atuam
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como compostos alelopaticos, sendo componentes estruturais e funcionais da
matéria organica do solo (SIQUEIRA et al., 1991). Os compostos fendlicos sao
estruturas quimicas que representam hidroxilas e anéis aromaticos, nas formas
simples ou de polimeros, que os confere poder antioxidante (ANGELO E JORGE,
2007). A estes compostos presentes nas frutas, vegetais, chds e vinhos sao
atribuidos vérios efeitos benéficos, tais como modular a homeostase celular,
atividade antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana e anticarcinogénica e de
atravessar a barreira hematoencefalica (GUSMAN, MALONNE, ATASSI, 2001,
CANTOS, ESPIN, TOMAS-BARBERAN, 2002; DE BEER, 2003; FARIA et al., 2014).
Possuem propriedades neuroprotetoras, em parte, devido a sua capacidade de
eliminar radicais livres e de modular sinais intracelulares (VAUZOUR et al., 2007),
sendo Uteis na prevencdo de danos teciduais cerebrais provocados pelo estresse
oxidativo (ANNAPURNA et al., 2013).

O acido anacérdico é um composto fendlico de interesse devido a sua ampla
bioatividade, dentre elas podemos destacar: propriedade inibitéria da lipoxigenase
(KUBO et al.,, 2008), parasiticida (CUI et al., 2008), antimicrobiana (CASTILLO-
JUAREZ 2007), gastroprotetora (MORAIS et al., 2010), anti Helicobacter pylori
(KUBO et al., 2003), anticarcinogénica e anti-inflamatéria (SUNG et al., 2008; TAN et
al., 2012). Além disso, € um potente inseticida e molusticida (KUBO et al., 2003) e
também um inibidor das enzimas a-glucosidase, da invertase e da aldose redutase,
da tirosinase, da xantina oxidase, da lipooxigenase (GRAZZINI et al., 1991; KUBO et
al., 2006; OMANAKUTTAN et al., 2012) e da ciclooxigenase, possuindo também
atividade antimutagénica e antioxidante (MASUOKA e KUBO, 2004, TREVISAN et
al., 2006).

As propriedades antioxidantes do acido anacardico sdo capazes de proteger as
células humanas do estresse oxidativo (TREVISAN et al., 2006; MORAIS et al.,
2010). Essa atividade é promovida pela cadeia alquenil estando associada com a
ligacdo hidrofobica da xantina oxidase (MASUOKA e KUBO, 2004). Ela pode ocorrer
de varias formas incluindo a inibicdo de enzimas pro-oxidativas envolvidas na
producdo de espécies reativas de oxigénio, a conversdo da maioria das espécies
reativas de oxigénio na presenca de ions metélicos e a quelacéo dos ions divalentes
tais como o Fe™ e o Cu™ (LODOVICI et al., 2001; KUBO et al., 2006). Quando a
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célula ndo consegue neutralizar completamente as espécies reativas de oxigénio,

estas causam ruptura do balancgo redox dentro da célula (CARDOSO et al., 2012)

2.3 Estresse oxidativo

Os radicais livres séo espécies quimicas, altamente instaveis e extremamente
reativas, que, por terem um numero impar de elétrons na seu orbital externo, sdo
avidos por interagir com outras substancias em busca de um elétron para atingir a
estabilidade. Em sistemas bioldgicos, a maioria destes radicais sdo espécies
reativas de oxigénio, sendo as mais comuns o radical anidénico superéxido, perdxido
de hidrogénio e o radical hidroxila (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; COTINGUIBA
et al., 2013).

No organismo humano, a formacdo de espécies reativas de oxigénio é
decorrente de varios processos metabdlicos fisioldgicos gerados no citoplasma, na
mitocdndria ou na membrana celular como: a fagocitose, 0 metabolismo do acido
araquiddnico, a ovulacdo, a fertilizacdo e a respiracdo mitocondrial (BIANCHI e
ANTUNES, 1999; SINGH et al.,, 2004). Embora as espécies reativas de oxigénio
possam ser formadas em varios niveis no interior das células, a principal fonte é a
cadeia respiratéria mitocondrial. Esta faz parte do processo de fosforilagdo oxidativa
e catalisa o transporte de elétrons da nicotinamida adenina dinucleotideo e da
ubiquinona para o oxigénio, que resulta na liberacdo de energia para a producéo de
adenosina trifosfato. As espécies reativas de oxigénio sdo formadas como passos
intermediarios deste processo que termina com a reducdo completa do oxigénio,
devido a entrada de quatro elétrons na reacdo e formacgédo de agua (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997; URBANSKA et al., 2014).

As espécies reativas de oxigénio estdo particularmente aumentadas em
situacdes patologicas, e podem ser induzidas por fatores exdgenos, tais como a
exposicdo a produtos quimicos, tabagismo, radia¢des ionizantes e solares, consumo
de gorduras, estresse e poluentes. Em excesso, estes agentes oxidantes podem
interagir com o acido desoxirribonucleico (DNA) das células, promovendo alteracbes
génicas e estimulando a proliferacdo celular desordenada. Elas também podem
interagir com proteinas, promovendo inativacao e alteragfes enzimaticas, bem como

interagir com os lipidios da membrana plasmatica (lipoperoxidacéo), promovendo
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mudangas na estrutura e na permeabilidade da membrana e assim induzir a morte
celular (HALLIWELL, 2002; PANIERI et al., 2013).

Embora multiplos fatores possam precipitar o estresse oxidativo nas células, o
neurotransmissor excitatorio glutamato € o maior indutor deste processo no sistema
nervoso central. O glutamato € um neurotransmissor excitatorio essencial que ativa
diferentes receptores, entre 0s quais o receptor n-metil-d-aspartato. Este é um
receptor ionotrépico e cuja estimulacdo provoca a abertura do canal de calcio e
consequentemente aumento do calcio intracelular. Em situacbes em que ha
aumento excessivo deste ion devido a estimulacdo do receptor n-metil-d-aspartato,
pode ocorrer um aumento na formagdo de espécies reativas de oxigénio e o
processo conhecido por excitotoxicidade (GILGUN et al., 2001; GAO et al., 2014).
Além disso, o metabolismo do neurotransmissor dopamina € também de extrema
importancia para a producdo das espécies reativas de oxigénio. A degradacao
espontanea da dopamina resulta na producdo de radicais como anion superoxido,
peréxido de hidrogénio, anion hidroxila e quinonas reativas, que sdo potencialmente
toxicos para os neurbnios (ASANUMA et al., 2004; BISAGLIA et al., 2014). Essas
espécies reativas poderiam atacar facilmente o DNA mitocondrial, por ser este
desprovido de histonas protetoras, resultando em alteracdo desta estrutura (ZHANG
et al., 1999).

As espécies reativas de oxigénio sado fundamentais para a sobrevivéncia dos
organismos vivos por participarem de processos de defesa, entretanto, seu excesso
pode produzir danos celulares irreversiveis. As células possuem sistemas de defesa
antioxidantes enziméticos, que tem por finalidade catalisar reacfes para neutralizar
as espécies reativas de oxigénio e radicais livres, produzidos durante o metabolismo
da respiracdo aerdbica e oxidacao de substrato. A primeira linha de defesa da célula
contra 0 excesso das espéecies reativas de oxigénio tem a acdo detoxificadora dos
agentes oxidantes, antes que eles causem lesbes. E constituida pela superoxido
dismutase, que catalisa a reacdo de anion superoxido em peroéxido de hidrogénio, e
a catalase, a glutationa reduzida e a glutationa peroxidase, que catalisam a
degradacdo de peroxido de hidrogénio em &gua. Essas enzimas sdo capazes de
neutralizar os agentes oxidantes e manté-los em niveis adequados no organismo
(TRABER, 1997; BYSTROM et al., 2014; URBANSKA et al., 2014). Durante o

envelhecimento fisioldgico do cérebro ocorre uma diminuicdo interativa das enzimas
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superéxido dismutase e catalase, levando a um aumento dos radicais livres e
apoptose dos neurbnios dopaminérgicos (CARDOSO et al., 2012).

O sistema nervoso central possui uma quantidade reduzida de antioxidantes e
altas quantidades de lipideos, tornando-o propenso a ataque de radicais livres. Os
principais causadores de danos ao sistema nervoso central sdo as espécies reativas
de oxigénio. As superéxidos dismutases foram descobertas em 1969 por McCord e
Fridovich. Sdo metaloenzimas abundantes em células aerobicas e das mais
importantes enzimas antioxidantes. A superoxido dismutase € uma excelente
marcadora do estresse oxidativo e alteracbes no seu funcionamento estao
relacionadas com varias doencas neurodegenerativas, entre elas a doenca de
Parkinson, onde sua atividade se encontra diminuida (TOKUDA et al., 1993; AVILEZ
et al., 2008). A superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase sdo enzimas
cerebrais importantes e o aumento da atividade dessas enzimas pode melhorar a
doenca de Parkinson devido a agéo antioxidante (MANSOURI et al., 2013).

Estudos demonstram que o estresse oxidativo esta intimamente associado ao
processo da morte celular por apoptose. As espécies reativas de oxigénio tém sido
consideradas como pré-requisito para o processo autoptico e o estresse oxidativo
teria assim um papel central neste processo (CHANDRA, SAMALI e ORRENIUS,
2000; SINHA et al., 2013). O envolvimento das espécies reativas de oxigénio na
progressao da doenca de Parkinson levou a investigacao sobre a utilizacao potencial

de antioxidantes no tratamento dessa doenca (ZHOU et al., 2008).

2.4 Doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson é um distirbio neurolégico progressivo causado pela
degeneracéo de neurbnios nigroestriatais responsaveis pela producédo de dopamina.
Este é o neurotransmissor relacionado principalmente com a funcdo de coordenacéao
dos movimentos (LANG e LOZANO, 1998; DEUMENS, BLOKLAND e
PRICKAERTS, 2002; YAN et al., 2013). As caracteristicas motoras da doenca de
Parkinson relacionam-se com tremor em repouso; bradicinesia (lentiddo na
execucdo de movimentos), rigidez (hipertonia plastica, acometendo a musculatura
flexora, determinando alteracdes tipicas de postura) e disturbio de equilibrio
(decorrente da perda de reflexos de readaptacao postural) (LEWIS et al., 2011).
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O achado patolégico mais consistente nos pacientes com doenca de
Parkinson é a perda das células pigmentadas da substancia negra par compacta.
Apesar dos avancos recentes na neurociéncia, as bases moleculares para diversas
doencas neurologicas ainda n&do estdo totalmente compreendidas. Varios
mecanismos tém sido propostos para explicar os eventos que culminam com a morte
neuronal nas doencas neurodegenerativas (GAO E HONG, 2008; SUBRAMANIAM e
CHESSELET 2013"). Dentre os principais mecanismos estédo aqueles relacionados
com a excitotoxicidade mediada por aminoacidos excitatorios (glutamato), a
formacdo de agregados protéicos (corpos de Lewy), as alteracdes da funcéo
mitocondrial e a diminuicdo do metabolismo energético com aumento intraneuronal
de célcio (ORRENIUS, ZHIVOTOVSKI e NICOTERA, 1997; CAUDLE e ZHANG
2009). Além de proteinas pro-apoptoticas, mutacdes no DNA mitocondrial, acumulo
de ferro em &reas especificas do cérebro, bem como inibicdo da succinato
desidrogenase e da ubiquinona, dos complexos Il, 11l (56%) e IV (33%) da cadeia
respiratoria mitocondrial, no caso da doenca de Huntington, e do complexo | e II, no
caso da doenca de Parkinson (GU et al., 1996; MANDEL e YOUDIM, 2004,
HALLIWELL, 2006; WHITTON, 2007). Além disso, o envolvimento de processo
neuroinflamatério com ativacio de células da glia e liberagdo de citocinas e 6xido
nitrico (NO), também tém sido frequentemente mencionados em pacientes
portadores de doencas neurodegenerativas (WHITTON, 2007; RODRIGUEZ et al.,
2013; LEE et al., 2014). Estes resultados indicam claramente que o processo de
neurodegeneracdo € multifatorial. Ndo € conhecido ainda qual o evento inicial
determinante deste processo e segundo Halliwell (2001, 2002 e 2006), estes
eventos constituem um ciclo vicioso que poderia ser iniciado por qualquer um deles
tendo como resultado final a morte neuronal.

Existem vérias drogas que podem ser usadas para o tratamento das doencas
neurodegenerativas. No caso da doenca de Parkinson, podem ser utilizados
precursores da dopamina (levodopa), anticolinérgicos (biperideno), inibidores da
monoamina oxidase tipo B (selegilina) e agonistas dopaminérgicos (bromocriptina)
com o intuito de aumentar a estimulacdo dopaminérgica e diminuir a colinérgica
(BEDARD, 2001). A suplementacdo com 6leo de peixe pode ser uma estratégia
eficaz em amenizar os danos celulares caracteristicos da doenca de Parkinson por

amenizar eventos inflamatérios e oxidativo (CARDOSO et al., 2012). A introducao da
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levodopa revolucionou o tratamento da doenca de Parkinson (LANG e OBESO,
2004), contudo flutuagbes motoras e discinesias complicam o tratamento com a
levodopa, na maioria dos pacientes, dentro de 5-10 anos do inicio do tratamento
(AHLSKOG e MUENTER, 2001; BISAGLIA et al.,, 2014). Além disso, agonistas
dopaminérgicos (bromocriptina, pergolide, lisuride, pramipexole) também
apresentam eficacia reduzida apos anos de tratamento (LANG e OBESO, 2004). A
levodopa e a dopamina sao téxicas para uma variedade de neurdnios em modelos in
vitro. Quando o0s neurdnios sao expostos a esses compostos observa-se
fragmentacdo do DNA, encolhimento da célula e alteracfes no citoesqueleto que
caracterizam a apoptose. Esses efeitos podem ser neutralizados com proteina
antiapoptotica Bcl, e por antioxidante (STERN, 2001). Porém a levodopa ainda € a
droga mais eficaz para o controle sintomatico da doenca de Parkinson.

N&o obstante, até o momento ndo foi encontrada uma terapéutica definitiva
que cure ou impeca, de forma efetiva, a progressdo destas doencas
neurodegenerativas. Assim, as drogas utilizadas no tratamento sdo apenas
sintomaticas, uma vez que nenhuma delas faz desaparecer a degeneracéo
neuronal. Dessa maneira, as pesquisas desenvolvidas nesta area sao de extrema
importancia, pois permitirdo o conhecimento mais detalhado da fisiopatologia das
doencgas neurodegenerativas, levando ao desenvolvimento de novas abordagens

terapéuticas de neuroprotecdo, em busca da cura e prevencao.

2.5 Modelo animal de doenca de Parkinson induzido p  or rotenona

Varios modelos experimentais tém sido utilizados para estudar as doencas
neurodegenerativas entre o0s quais alguns modelos transgénicos e outros
farmacoldgicos. A 6-hidroxidopamina, o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina e a
rotenona sao alguns dos modelos farmacolégicos de inducdo da doenca de
Parkinson. E nas mitocondrias que o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina e a
rotenona produzem a intoxicacdo, levando, em modelos animais, a sintomas
semelhantes aos da doenca de Parkinson observados em seres humanos
(BETARBET et al., 2002).

O modelo da rotenona foi proposto por Alam & Schmidt (2002). A rotenona é

um potente membro dos rotenoides, pertencentes a familia dos isoflavonoides
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obtidos de plantas leguminosas tropicais e comumente usada como pesticida em
plantacbes (MAPOPE e DAKORA, 2013). Atravessa facilmente a barreira
hematoencefalica e acumula- se em organelas intracelulares como as mitocéndrias
(PERIER et al., 2003; KARUPPAGOUNDER et al., 2013). O modelo da rotenona
promove uma inibi¢cao sistémica do complexo | da cadeia transportadora de elétrons,
pois inibe a enzima nicotinamida adenina dinucleotideo desidrogenase (PERIER et
al., 2003; CANNON et al., 2009; KARUPPAGOUNDER et al., 2013). Esta inibicao
contribui para o aumento da habilidade deste pesticida produzir as espécies reativas
de oxigénio e, consequentemente, gerar estresse oxidativo, pois reagem e formam
radicais hidroxilados, altamente téxicos, com subsequente aumento na peroxidacao
lipidica, danos no DNA e desorganizacdo do citoesqueleto celular. Na presenca
deste inseticida, os elétrons provenientes do nicotinamida adenina dinucleotideo n&o
podem entrar na cadeia de transporte de elétrons, o que resulta na incapacidade de
produzir adenosina trifosfato a partir da oxidacdo do nicotinamida adenina
dinucleotideo (BERNDT et al., 2013). Devido ao dano mitocondrial ocorre entrada
excessiva de célcio e escape de citocromo-C mitocondrial. O acamulo de radicais
também produz inflamacéo, reacdo microglial e finalmente apoptose (LEE et al.,
2014). Estudos realizados por Sherer e colaboradores (2003) mostrou que a
exposicdo subcuténea a rotenona (2-3 mg/kg) causa lesdes seletivas nos neurénios
dopaminérgicos nigroestriatais, com a formacdo de agregados de a-sinucleina no
citoplasma dos neurdnios da substancia negra, ndo sendo observado degeneracéo
em outras regides cerebrais. O mecanismo pelo qual a a-sinucleina esta relacionada
a doenca de Parkinson e a morte de neurbnios dopaminérgicos ainda ndo foi
completamente elucidado, porém evidéncias de estudos prévios indicam que a
vulnerabilidade destes tipo de célula pode estar relacionada ao potencial oxidativo e
citotéxico da dopamina (PEREZ et al., 2002).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

¢ Investigar o efeito neuroprotetor do extrato hidroetandlico de
Anacardium occidentale e do acido anacardico em modelo experimental da doenca
de Parkinson;

3.2 Objetivos especificos

¢ Investigar a toxicidade aguda do extrato hidroetandlico de Anacardium
occidentale e do acido anacardico;

¢ Analisar a atividade antioxidante in vivo do extrato hidroetanélico de
Anacardium occidentale;

¢ Estimar a atividade antioxidante in vitro e in vivo do acido anacardico;

¢ Avaliar o efeito do extrato hidroetandlico de Anacardium occidentale e
do acido anacardico sobre parametros comportamentais em modelo experimental da
doenca de Parkinson;

¢ Verificar o efeito do acido anacardico no sistema antioxidante pela
quantificacdo da enzima superoxido dismutase;

¢ Quantificar a neuroprotecdo do acido anacardico pela metodologia do
Fluoro Jade C.
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 Processamento e obtencdo do extrato hidroetandl ico de

Anacardium occidentale

A obtencdo do extrato foi feita pela professora Dra Maria Teresa Salles
Trevisan da Universidade Federal do Ceara. Os pseudofrutos utilizados sédo da
variedade comercial CCP-76 e tem uma amostra mantida no germoplasma da
EMBRAPA. Resumidamente, os pseudofrutos foram colhidos na estacao
experimental da EMBRAPA agroindustria tropical situada na cidade de Paraipaba,
Ceara (s 3° 26'20”, o 39° 852”) durante a safra de 2010, submetidos a um
tratamento especial de acordo com o protocolo desenvolvido pela EMBRAPA,
descrito por Broinizi e colaboradores (2007) e foram liofilizados e armazenados a
- 20T para analise posterior.

O extrato hidroalcodlico foi preparado de acordo com o método descrito por
Krygier e colaboradores (1982), com algumas modificagdes. O pseudofruto de caju
foi inicialmente submetido a extragdo com éter etilico, a uma proporgédo de 1:5 (g de
amostra: mL de solvente) durante uma hora em um agitador magnético (Modelo
RO15 poder IKA® Staufen, Alemanha). O éter € um solvente organico, apolar, inerte
em reacdes organicas. As moléculas apolares sao praticamente insollveis em agua,
mas esses compostos tendem a se dissolver em outros compostos organicos. Em
seguida a solucéo foi filtrada a vacuo por meio de um funil de Bichner. O residuo
resultante foi extraido novamente com alcool etilico (90%), que € um solvente polar,
nas mesmas proporgdes anteriores, seguindo 0 mesmo processo, obtendo-se assim
0 extrato hidroalcodlico. Para administracdo nos animais, o extrato foi rota
evaporado (B525, Micronal), foi extraido a vacuo, a 30 C, a fim de remover todo o
etanol residual, em seguida, ressuspenso em agua filtrada. Todos os reagentes e
solventes utilizados foram de grau analitico. O extrato obtido possuia em torno de
22% de acido anacardico em sua constituicdo (Anexo C).
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4.2 Processamento e obtencédo do acido anacérdico

A obtencdo do &cido anacardico foi feita pela professora Dra Maria Teresa
Salles Trevisan da Universidade Federal do Cearad. Resumidamente as castanhas do
cajueiro (Anacardium occidentale Linn) foram separadas manualmente dos frutos e
foram gentilmente cedidas pelo doutor Edy Souza de Brito (EMBRAPA, Fortaleza,
Brasil).

Para extracdo do &cido anacérdico, cascas da castanha do caju foram
cortadas em pequenos fragmentos e exaustivamente extraidas com aguecimento
brando para obtencdo do LCC. Duzentos grama do LCC foi dissolvido em metanol
aguoso 5% (1200 mL) e 100 g de hidréxido de calcio foi adicionado enquanto se
agitava a mistura. Essa mistura foi mantida a 50 °C por trés horas. O precipitado
formado por anacardato de célcio foi filtrado e lavado com metanol. A mistura de
anacardato de célcio foi dissolvida em &agua destilada acidificada com &cido
cloridrico 1 M, que teve por fungdo remover impurezas basicas, e mantida sob
agitacao durante uma hora. A mistura foi filtrada em funil de Buchner e o filtrado foi
transferido para um funil de separacao. A fase organica da solucéo foi extraida com
acetato de etila, lavada com agua destilada (essa lavagem teve a funcéo de remover
materiais altamente polares como sais organicos, acidos ou bases fortes, moléculas
de pequeno peso molecular e substancias polares) e seca com sulfato de sdodio
anidro, concentrada no evaporador rotatério para fornecer um o6leo escuro,
caracterizado como uma mistura de acidos anacardicos. Em seguida foi concentrado
sob pressao reduzida e obtido 120 g de acido anacéardico (PARAMASHIVAPPA et
al., 2003) (Anexo D).

4.3 Drogas e reagentes

Acetato de etila, acido acético, acido cloridrico, acido tiobabitarico, acido
tricloroacético, alcool etilico, alcool n-butilico, BHT, cloreto de sodio, DMSO, DPPH,
EDTA, hidréxido de célcio, epinefrina, éter etilico, hidroxido de sodio, metanol,
nonidet, paraformaldeido, permanganato de potassio, phenylmethanesulfonyl
fluoride, ortovanadato, rotenona, sacarose, sulfato de sodio, tampéo carbonato,

tampao fosfato, tetrametoxipropano, tris base, Tween 80, xileno foram adquiridos da
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Sigma (St. Louis, MO, USA). Fluoro jade C foi adquirido da Merck Millipore. Oleo

de girassol foi adquirido Salada (Bunge).

4.4 Animais

Ratos Wistar machos foram utilizados, pesando entre 280-350 g, entre 3-4 meses
de idade, provenientes do biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
UFPE e camundongos Swiss machos, pesando entre 40-45 g, com
aproximadamente 2 meses de idade, provenientes do biotério do Centro de
Pesquisa Aggeu Magalhdes (CPgAM). Os animais foram mantidos em condi¢des
controladas de temperatura (22 + 2 °C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12
horas) com acesso livre a racdo e agua. Dois dias antes dos experimentos, 0s
animais foram transferidos para o laboratério experimental. Os experimentos foram
realizados em sala com controle de temperatura, na fase clara do ciclo.

Todos os protocolos experimentais do projeto de pesquisa foram submetidos a
aprovacao da comissao de ética em experimentacdo animal da Universidade Federal
de Pernambuco mediante processo protocolado sob o numero 23076.027073/2010-
41 e foram aprovados. (ANEXO A)

4.5 Grupos experimentais

Os grupos experimentais foram formados da seguinte maneira:

¢ Grupo 1 — Controle. Os animais foram tratados com veiculo (solu¢cdo aquosa
a 2% Tween 80) por via oral (v.0.) e uma hora apoés receberam, por via subcutanea
(s.c.) solucéo de Oleo de girassol a 10% de DMSO, durante cinco dias consecutivos.
Cada animal recebeu um volume fixo de 0,1 mL para cada 100 g de peso corporal,

¢ Grupo 2 — Rotenona. Os animais foram tratados com veiculo (solu¢do aquosa
a 2% Tween 80, v.0.) e, uma hora depois, receberam rotenona 3 mg/kg (s.c.),
durante cinco dias consecutivos;

¢ Grupos 3 a 10 — Os animais foram divididos em subgrupos, onde cada
subgrupo foi tratado por via oral com uma dose diferente de extrato Anacardium
occidentale (grupo 3 e 4: 150 e 600 mg/kg) ou de acido anacardico (grupo 5 a 10: 1,
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3, 10, 25, 50 e 100 mg/kg) e uma hora apds esse tratamento receberam, rotenona 3
mg/kg (s.c.), durante cinco dias consecutivos.

¢ Grupo acido anacardico — Os animais receberam acido anacérdico (v.0.), 100
mg/kg, durante cinco dias consecutivos. Esse grupo so foi utilizado para a dosagem
enzimatica.

No dia seguinte foram realizados os testes comportamentais. No final uma
parte dos animais foi anestesiada e sacrificada para a realizacdo dos testes
bioguimicos e outra parte foi anestesiada e perfundida para a realizagdo da
metodologia do fluoro jade C.

4.6 Avaliacdo da Toxicidade Aguda

Para avaliacdo da toxicidade aguda do extrato de Anacardium occidentale e
do acido anacardico, foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre
40 a 45 g, 2 meses de idade, em jejum de 12 horas, com agua a vontade. Em cada
grupo foram utilizados 3 animais machos e 3 fémeas. Os camundongos foram
tratados com uma dose Unica de 5 g/kg de peso corporal do extrato Anacardium
occidentale ou de acido anacérdico por via oral, preparados imediatamente antes da
administracdo. O grupo controle recebeu igual volume do veiculo que é composto
por agua e Tween 80 a 2%. Apods 2 horas de tratamento foi disponibilizada racédo aos
animais e estes foram observados durante 6 horas e, a partir de entdo, diariamente,
até o décimo quarto dia. Pardmetros comportamentais tais como aparéncia geral,
contorcdo, tremores, piloerecdo, miccdo, convulsdo, salivacdo, diarreia, letargia,
sono, coma foram observados e registrados em tabela adaptada da descrita por
Malone (1977) (ANEXO B). A possivel mortalidade e o peso de cada animal, em
cada grupo, também foram observados diariamente. No final do periodo de

observacédo os animais foram pesados e, em seguida sacrificados.
4.7 Avaliacdo da atividade antioxidante  in vitro do Acido anacéardico

A atividade antioxidante do acido anacardico foi determinada por ensaio de
captura de radicais 1,1-difenil-2-pricril-hidrazil (DPPH®), desenvolvido por Blois
(1958) e adaptado por Brand - Williams (1995). Esse ensaio tem por base a reducao
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do radical DPPH", que ao fixar um H* (removido do antioxidante em estudo), leva a
uma diminuicdo da absorbéancia, permitindo calcular, apdés o estabelecimento do
equilibrio da reacédo, a quantidade de antioxidante necessaria para reduzir o radical
DPPH".

Para avaliagdo da atividade antioxidante do acido anacardico, aliquotas de 1
mL de solucdo etandlica de DPPH" (3x10?% M) foram adicionadas a 2,5 mL de
solucéo contendo diferentes concentracdes do acido anacardico. Para realizacao da
curva padrdo foram utilizadas concentracbes crescentes de butil-hidroxi-tolueno
(BHT). A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotbmetro a 515 nm, apdés
30 minutos do inicio da reagdo. As determinacdes foram realizadas em triplicata e
acompanhadas de um controle (sem o antioxidante). A queda na leitura da
densidade otica das amostras e do BHT foi correlacionada com o controle,
estabelecendo-se a porcentagem de descoloracdo do radical DPPH", conforme

formula abaixo:

% protecdo = (Abs controle — Abs amostra)/ Abs controle

Foi calculado o valor da ICso (concentragdo da amostra necessaria para inibir
50% do radical).

4.8 Testes comportamentais

Os itens a seguir descrevem o0s testes comportamentais realizados no

desenvolvimento deste trabalho.

4.8.1 Teste do campo aberto

A atividade motora foi mensurada no teste do campo aberto. O aparelho
usado constitui numa arena circular (uma caixa de madeira com 100 cm de diametro
e 40 cm de altura). O chéo do aparato é dividido com linhas pretas em 20 pequenos
segmentos (10x10 cm aproximadamente). Os animais foram colocados
individualmente no centro do campo aberto e seu comportamento foi avaliado por 5

minutos. Durante a observacdo foram avaliados parametros como frequéncia de
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locomocgéo (penetrar em uma unidade com as quatro patas), levantar (apoio sobre
as patas traseiras, com o tronco perpendicular ao ch&o da arena), tempo de
imobilidade (auséncia de atividade motora, permanecendo estatico no que diz
respeito a cabeca, tronco e patas) e tempo de laténcia para o inicio do movimento
(tempo que o animal levou para deixar o primeiro quadrante no centro do aparelho).
Os tempos de imobilidade e laténcia para o inicio do movimento foram mensurados
por meio de crondmetros, e a limpeza da arena, apos a retirada de cada animal, foi
realizada com solucdo de alcool a 5%. Este procedimento é similar aquele descrito
por Broadhurst (1957) e Bernardi e Palermo-Neto (1979).

4.8.2 Teste do rotarod

O teste do rotarod € uma metodologia utilizada para avaliar a coordenacao
motora do animal, por meio do tempo de permanéncia deste em uma barra giratoria
(DUNHAM e MIYA, 1957).

Para execucdo deste protocolo, o animal foi colocado com as quatro patas
sobre uma barra giratéria com 7,0 cm de diametro, elevado a 25 cm do piso, em uma
rotacdo de 14 rpm. Cada animal foi submetido a duas sessfes de 180 segundos de
treinamento, antes do inicio do tratamento, para aclimatizacdo, conforme descrito
por Dunham e Miya (1957). S6 foram utilizados no experimento os animais que
conseguiram ficar mais de 60 s. ApOs o tratamento os animais foram colocados na
barra giratéria e o tempo de permanéncia foi registrado. Foi utilizado como tempo de
corte 180 segundos (KULKARNI, 1999).

4.8.3 Teste do labirinto em T elevado

O teste foi realizado de acordo com Kumar e colaboradores (2006) que utiliza
este teste, a fim de avaliar o desempenho da memdria limbica e cognitiva em
modelos experimentais de neurodegeneracdo em nucleos basais.

O labirinto em T é composto de um braco aberto oposto (50x10 cm) e dois
bracos fechados com as mesmas dimensfes, com paredes de 40 cm de altura,
voltadas uma para a outra e uma zona central (10x10 cm) conectando os bragos. Os

ratos foram colocados individualmente no final do braco aberto com a face voltada
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para a da &rea central. O tempo levado pelo animal para se mover a partir do braco
aberto e entrar em um dos bracos fechados foi registado 24 horas ap6s o ultimo dia
de tratamento e foi chamado de laténcia inicial. Os ratos foram permitidos explorar o
labirinto por 30 segundos apos o registro inicial da aquisicdo de laténcia e, em
seguida eles foram colocados em suas gaiolas. A retencdo de laténcia foi avaliada
novamente no dia seguinte (laténcia de repeticdo). O percentual de retencédo da

memoria foi calculado por meio da seguinte formula.

(laténcia inicial — laténcia de repeticdo) x 100

laténcia inicial

Imediatamente apdés o teste de labirinto em T elevado, os animais foram

anestesiados e sacrificados para ensaios bioquimicos.

4.8.4 Teste da catatonia

A barra de ensaio padrao foi utilizada para determinar a intensidade da
catatonia. A barra foi feita de madeira e tinha um diametro de 1,2 cm e uma altura do
ch&o ao topo da barra de 9 cm. Ambas as patas dianteiras do rato foram colocadas
suavemente sobre a barra horizontal e o animal foi cronometrado (em segundos,
méximo de 180 s) até ele retirar uma das patas dianteiras e ela tocarem o chéo.
Cada animal foi utilizado para a experiéncia em uma Unica vez (Hauber et al., 2001).

4.9 Ensaios bioquimicos do coértex, substancia negra e estriado

Os itens a seguir descrevem 0s ensaios bioquimicos realizados em algumas

regides arquitetbnicas do sistema nervoso central.

4.9.1 Dissecacao da area cerebral e homogeneizacdo  dos tecidos

para dosagens bioquimicas

AplOs as avaliacbes comportamentais, os animais foram anestesiados,

sacrificados por decapitacdo, os cérebros removidos e os cerebelos descartados.
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Estriado, cértex e substancia negra foram dissecados rapidamente sobre placa de
gelo, pesados. Parte das regides cerebrais analisadas foram homogeneizadas (10%
p/v) em solucdo salina com tampao fosfato 1% com adicdo de hidroxi tolueno
butilado (BHT) 0,004% para a avaliacdo da peroxidacéo lipidica e parte das regides
foram homogeneizadas em um coquetel antiprotease (tampéao TRIS base — 1 mM,
em pH 7,4, 4cido etilenodiamino tetra acético — 1 mM, fenilmetanesulfonil fluoride — 2
mM, ortovanadato — 1 mM, nonidet 1%) para a dosagen enzimatica. Em seguida, os
homogenatos foram centrifugados a 22,932 g por 15 minutos a 4 °C e o0s

sobrenadantes congelados em freezer a -80 C para p osterior avaliacdes.

4.9.2 Avaliacao da atividade antioxidante in vivo - lipoperoxidacao

Os produtos resultantes da peroxidacéo lipidica na substancia negra, cortex e
estriado foram mensurados empregando a metodologia para deteccdo de
substéancias reativas ao acido tiobarbitlrico, cuja técnica foi modificada do método de
Buege e Aust (1978).

Para a determinacdo do &cido tiobarbitarico 1 mL da solucdo de acido
tiobarbittrico (0,375% p/v de acido tiobarbiturico, solubilizado em 25 mL de acido
cloridrico 1 N; 0,04% p/v de BHT etandlico e 15% p/v de &cido tricloroacético) foi
adicionada a tubos de ensaio contendo 0,5 mL do homogeneizado. A seguir a
solucdo foi agitada em vortex, colocada em banho fervente por 15 minutos e
resfriada em banho de gelo. Em seguida foram acrescentados 1,5 mL de alcool n-
butilico, para extrair a porcao lipidica. Os tubos foram agitados e centrifugados por
10 minutos a 1.010 g. Por ultimo, o produto corado foi retirado, sendo feita entdo sua
leitura em espectrofotbmetro com comprimento de onda de 535 nm. O branco
continha apenas n-butanol. Para realizacdo dos calculos, foi feita uma curva padréo
com 1,1,3,3-tetrametoxipropano 1 mM. Os resultados foram expressos em nanomole
(nMol) de equivalentes de malonaldeido /mg de proteina. A determinacdo do
conteudo de proteinas nos homogenatos foi realizada segundo o método de
Bradford (1976).
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4.9.3 Determinacédo da atividade da superoxido dismu  tase

A atividade da enzima superoxido dismutase foi determinada de acordo com o
meétodo Misra e Fridovich (1972). 100 pL do sobrenadante foi adicionado a 880 pL
(0,05 M, pH 10,2, 0,1 mM &cido etilenodiamino tetra acético) de tampéo carbonato.
Foram adicionados 20 uL de epinefrina 30 mM (em 0,05% &acido acético) a mistura e
analisada espectrofotometricamente a 480 nm. A atividade enzimatica foi expressa
como a quantidade de enzima que inibe a oxidacdo da epinefrina em 50%, a qual &
igual a uma unidade, por mg de proteina. A determinacdo do contetdo de proteinas
nos homogenatos foi realizada segundo o método de Bradford (1976).

4.10 Avaliacao da neuroprotecéao pelo Fluoro Jade C

A fim de analisarmos a neurodegeneragéo, outro conjunto de experimento, foi
realizado utilizando Fluoro Jade C de acordo com a Ehara e Ueda (2009). Animais
dos grupos experimentais controle, rotenona e grupos tratado com acido anacardico
com 25 e 100 mg/kg (n=3), foram anestesiados e perfundidos com uma solucéo de
cloreto de sédio a 0,9%, seguido pelo fixador paraformaldeido a 4% em solucdo
salina com tampao fosfato, pH 7,4. Os cérebros foram pés-fixados no mesmo fixador
durante 2 horas, lavados em tampéo fosfato, e, subsequentemente, crioprotegidos
em solucgdes de 10, 20, e 30% de sacarose em tampao fosfato.

Blocos cerebrais foram seccionados serialmente em micrétomo de
congelacdo (Leitz Wetzlar) em secBes com espessura de 50 microns no plano
parasagital. Todas as secdes foram coletadas em série com tampao fosfato e
dispostos em seis séries. O atlas de Paxinos e Watson (1986) foi utilizado para
delimitar a substancia negra (antero-posterior -5,2, mesolateral -2,2, profundidade -
8,4), regido citoarquitetdnicas de interesse. As secdes de uma série por animal
foram montadas em laminas revestidas com gelatina, secas ao ar e submetidas a
coloracdo Fluoro Jade C.

As laminas foram imersas numa solucdo de hidroxido de sodio a 1% (em
etanol a 80%) durante 5 min. Lavadas durante 2 minutos em etanol a 70% e durante
2 minutos, em agua destilada. Em seguida, as laminas foram incubadas numa

solucdo de permanganato de potassio 0,06%, durante 5 min. Depois lavadas com
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adgua destilada por 2 minutos, as laminas foram imersas numa solu¢ao Fluoro Jade
C (0,0001%, em 0,1% de &cido acético) durante 10 min, seguido novamente de
lavagem em agua destilada. As laminas foram secas ao ar em uma estufa a 50 C
durante 30 min, mergulhadas em xileno e depois cobertas com uma laminula

contendo Entellan.

5 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como média * erro padrdo da media
(EPM). A analise estatistica foi realizada utilizando Graph Pad Prism® 5.0.
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA 92037 EUA). A diferenca entre grupos foi
determinada por andlise de uma via da variancia (ANOVA) seguida, quando
necessario, pelo teste de comparacdo multipla/post-hoc de Newman-Keuls. O nivel

de significancia para rejeicdo da hipotese de nulidade foi fixado em 5% (p< 0,05)
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6 RESULTADOS

Os resultados a seguir correspondem aos tratamentos com Anacardium

occidentale (150 e 600 mg/kg) e acido anacardico (1-100 mg/kg).
6.1 Avaliacédo da Toxicidade Aguda

Durante os 14 dias, nenhuma morte, sinais téxicos ou sintomas negativos, tais
como contorcédo, piloerecdo, salivagao, diarreia, letargia, irritabilidade, resposta ao
toque, aperto da cauda, contorcdo, tdonus muscular, forca de agarrar, tremores,
convulsao, hipnose, sono, coma (MALONE 1977) foram observados em quaisquer
camundongos, apds o tratamento agudo, por via oral, com o acido anacardico e com
o extrato de Anacardium occidentale, em uma dose Unica de 5000 mg/kg. Nao foram
observadas alteracfes significativas no consumo de comida e de agua (dados néo
mostrados) ou no peso corporal (Figura 2). A dose letal 50% néo pode ser estimada,

mas, por isso, foi considerada superior a 5000 mg/kg.

Figura 2: Efeito do acido anacardico e do extrato de Anacardium occidentale na variacao da
massa corporal (g) no teste da toxicidade aguda. (A) Grupo controle machos, (B) Grupo acido
anacardico machos, (C) Grupo extrato de Anacardium occidentale machos, (D) Grupo controle
fémeas, (E) Grupo acido anacardico fémeas, (F) Grupo extrato de Anacardium occidentale
fémeas na dose de 5000 mg/kg (n = 3 por grupo).
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6.2 Anacardium occidentale

Os resultados a seguir correspondem aos efeitos do tratamento com
Anacardium occidentale seguido, uma hora ap6s da administracédo de rotenona.

6.2.1 Efeito do tratamento com Anacardium occidentale no teste do

campo aberto

A rotenona promoveu uma reducao significativa da frequéncia locomotora de
89% + 2,49 e da atividade exploratoria, quantificada pela frequéncia de levantar, de
93% = 0,91, quando comparada aos dos respectivos grupos controle. O tratamento
com extrato de Anacardium occidentale, nas doses de 150 e 600 mg/kg, por cinco
dias, uma hora antes do tratamento com rotenona, aumentou significativamente a
atividade locomotora, em aproximadamente 440 * 6,23 e 638% * 5,94,
respectivamente, quando comparado ao grupo rotenona (Figura 3 A). Este mesmo
tratamento com extrato ndo foi capaz de aumentar a frequéncia de levantar, em
relacdo ao grupo de animais que recebeu somente a rotenona (Figura 3 B).

A duracdo da imobilidade e a laténcia no grupo rotenona, aumentaram,
significativamente, em relacdo ao grupo controle. O tratamento com o extrato de
Anacardium occidentale, nas doses de 150 e 600 mg/kg, favoreceu uma diminuicao
significativa de 49% + 12,89 e 44% + 12,37 , no tempo de imobilidade e 97% + 1,29
e 98% = 0,94 no tempo para o inicio do movimento, em relacdo aos animais do

grupo rotenona ndo sendo diferentes do grupo controle (Figura 3 C e D).
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Figura 3: Efeito do tratamento com extrato de Anacardium occidentale no teste do campo aberto. (A)
Frequéncia locomotora, (B) frequéncia de levantar, (C) duracdo da imobilidade, (D) tempo do inicio do
movimento. Os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). A
diferenca entre grupos foi determinada por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-
Keuls; "Estatisticamente significante em relacdo ao controle (*p<0,05). “Estatisticamente significante em
relacéo a rotenona (*p<0,05).
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6.2.2 Efeito do tratamento com Anacardium occidentale no teste do

rotarod

A gquantificacdo do desempenho motor foi realizada pelo teste do rotarod. A
administracdo de rotenona, durante cinco dias, promoveu uma diminuicdo
significativa do tempo de permanéncia na barra giratéria em 81,28% + 5,95 no grupo
rotenona. Ao passo que o tratamento com o extrato de Anacardium occidentale na
dose de 600 mg/kg propiciou um aumento significativo de 165% + 8,30, no tempo de
permanéncia na barra giratoria comparado ao grupo rotenona. Na dose de 150

mg/kg houve aumento de 63% + 6,84 embora nao seja significativo (Figura 4).

Figura 4: Efeito do tratamento com extrato de Anacardium occidentale no teste do rotarod. Os
resultados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). A diferenca entre
grupos foi determinada por andlise de variancia (ANOVA) segwda pelo teste de Newman-Keuls;
"Estatisticamente significante em relacéo ao controle (*p<0,05). “Estatisticamente significante em relagéo
a rotenona ("p<0,05).
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6.2.3 Efeito do tratamento com Anacardium occidentale no teste do

labirinto em T elevado

A administracdo de rotenona, por cinco dias, reduziu significativamente o
percentual de retencdo de memaria dos animais em 96% +* 1,04, quando comparado
ao grupo controle. O tratamento com o extrato de Anacardium occidentale propiciou
um aumento significativo da retencdo de memoaria chegando quase a 100% do valor

do controle com ambas as doses de Anacardium occidentale utilizadas (Figura 5).

Figura 5 Efeito do tratamento com extrato de Anacardium occidentale no teste do labirinto em T elevado.
Os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). A diferenca entre
grupos foi determinada por andlise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls.
"Estatisticamente significante em relag@o ao controle (*p<0,05). “Estatisticamente significante em relag&o
a rotenona (“p<0,05).
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6.2.4 Efeito do tratamento com Anacardium occidentale no teste da

catatonia

O modelo da doenca de Parkinson induzida pela rotenona provocou um
aumento significativo da condicdo catatonica em torno de 177%, em relagdo ao
grupo controle. O tratamento com extrato de Anacardium occidentale, na dose de
600 mg/kg conseguiu reverter significativamente o estado cataténico provocado pela

rotenona (Figura 6).

Figura 6: Efeito do tratamento com extrato de Anacardium occidentale no teste da catatonia. Os resultados
obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). A diferenca entre grupos foi
determinada por andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls. "Estatisticamente
significante em relacdo ao controle (*p<0,05). *Estatisticamente significante em relacdo a rotenona

(*p<0,05).
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6.2.5 Avaliacao da atividade antioxidante in vivo (lipoperoxidacao)

do Anacardium occidentale

A peroxidacao lipidica nos animais do grupo rotenona aumentou de maneira
significativa, em relacdo ao controle na substancia negra, no cértex cerebral e no
estriado. Nos animais tratados com o extrato de Anacardium occidentale, a
peroxidacao lipidica nas doses de 150 e 600 mg/kg, diminuiu significativamente em
relacdo ao grupo rotenona no cortex, de 47% £ 0,09 e 62% £ 0,04, no estriado, de
32% + 0,13 e 56% + 0,03 e na substancia negra, na dose de 600 mg/kg, de 76% =
0,06 (Figura 7 SN, CC e ES).

Figura 7: Efeito do tratamento com extrato Anacardium occidentale na peroxidacao lipidica. (SN)
Peroxidacao lipidica na substancia negra, (CC) Peroxidacao lipidica no cortex, (ES) Peroxidagédo lipidica
no estriado. Os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). A
diferenca entre grupos foi determinada por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-
Keuls. "Estatisticamente significante em relacdo ao controle (*p<0,05). *Estatisticamente significante em

relacéo a rotenona (*p<0,05).
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6.3 Acido anacardico

Os resultados a seguir correspondem ao efeito da administracéo de acido

anacardico uma hora antes da administracédo de rotenona.

6.3.1 Avaliacdo da atividade antioxidante

anacardico

in vitro do &acido

O acido anacardico apresentou atividade antioxidante expressiva no teste de

captura do radical DPPH" demonstrando a capacidade deste composto em combater

os radicais livres. A ICso para o acido anacardico foi de 9,10 pg/mL enquanto o do

padrao BHT foi de 61,10 pg/mL. O &cido anacardico possui uma atividade

antioxidante 85% maior que o padrdo BHT. (Figura 8).

Figura 8: Avaliacdo da atividade antioxidante in vitro do acido anacardico e do BHT. Variacdo da
concentracdo de 5-500 mg/mL.
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6.3.2 Efeito do acido anacardico no teste do campo aberto

O modelo da doenca de Parkinson induzida pela rotenona promoveu uma
reducdo significativa da frequéncia locomotora de 83% = 2,19 e da atividade
exploratdria, quantificada pela frequéncia de levantar, acima de 81% + 0,64, quando
comparada aos animais dos respectivos grupos controle. O tratamento com acido
anacardico, nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg aumentou significativamente a
atividade locomotora, em aproximadamente 420% + 2,92, 548% + 4,06 e 715% =+
1,78, respectivamente, quando comparado ao grupo rotenona (Figura 9A). Este
mesmo tratamento, nas mesmas doses anteriores, foi capaz de aumentar a
frequéncia de levantar, em aproximadamente 440% + 0,74, 446% + 0,71 e 432% =*
0,93 em relag&o ao grupo de animais que recebeu somente a rotenona (Figura 9B).

O tempo de imobilidade e o tempo para o inicio do movimento no grupo
rotenona, aumentaram, significativamente, em relacdo ao grupo controle. O
tratamento com acido anacérdico, nas doses de 10, 25, 50 e 100 mg/kg, favoreceu
uma diminuicdo significativa de 41% + 13,19, 58% + 3,39, 74% * 2,34 e 82% * 1,95,
respectivamente, no tempo de imobilidade e 46% + 2,78, 92% + 0,28, 91% + 0,46 e
90% = 0,46 no tempo para o inicio do movimento, em relacdo aos animais do grupo

rotenona (Figura 9C e D).
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Figura 9: Efeito do tratamento com acido anacardico no teste do campo aberto. (A) Frequéncia locomotora, (B)
frequéncia de levantar, (C) duracao da imobilidade, (D) tempo do inicio do movimento. Os resultados obtidos foram
expressos como média = erro padrao da média (EPM). A diferenca entre grupos foi determinada por andlise de
varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls. "Estatisticamente significante em relagdo ao controle
(*p<0,05, ***p<0,001). “Estatisticamente significante em relaco & rotenona (“p<0,05, **p<0,001).
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6.3.3 Efeito do tratamento com acido anacardico no teste do rotarod

A guantificacdo do desempenho motor foi realizada pelo teste do rotarod. A
administracdo de rotenona promoveu uma diminuicdo significativa do tempo de
permanéncia na barra giratoria em 89% + 4,89 no grupo rotenona em relacdo ao
grupo controle. Enquanto o tratamento com &cido anacéardico nas doses de 3, 10,
25, 50 e 100 mg/kg propiciou um aumento significativo no tempo de permanéncia na
barra giratéria em relacdo ao grupo rotenona. A dose de 100 mg/kg foi a que
apresentou o maior aumento em torno de 834% + 12,20, no tempo de permanéncia

na barra giratéria em relagdo ao grupo rotenona (Figura 10).

Figura 10: Efeito do tratamento com acido anacardico no teste do rotarod. Os resultados obtidos foram

expressos como média + erro padrao da média (EPM). A diferenca entre grupos foi determinada por

andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls. "Estatisticamente significante em

Lgﬁ!agéo ao controle (*p<0,05, ***p<0,001). “Estatisticamente significante em relaco & rotenona (*p<0,05,
p<0,001).
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6.3.4 Efeito do tratamento com &acido anacardico no teste do

labirinto em T elevado

A administracdo de rotenona provoca uma perda significante na retencédo de
memoria dos animais em 91% + 3,10, quando comparado ao grupo controle. O
tratamento com acido anacardico desempenhou um aumento significativo da
retencdo de memoria em todas as doses analisadas em relacdo ao grupo rotenona.
Sendo que, a partir da dose de 10 mg/kg o acido anacardico foi capaz de reverter
totalmente a perda de memdria produzida pela rotenona, retornando ao nivel do

controle. (Figura 11).

Figura 11: Efeito do tratamento com acido anacardico no teste do labirinto em T. Os resultados obtidos foram
expressos como média * erro padrdo da média (EPM). A diferenca entre grupos foi determinada por analise
de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls. Estatisticamente significante em relacdo ao
controle (***p<0,001). “Estatisticamente significante em relac&o a rotenona (**p<0,001).
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6.3.5 Avaliacdo da atividade antioxidante in vivo (lipoperoxidacéo)

do &cido anacardico

A peroxidacao lipidica nos animais do grupo rotenona aumentou de maneira
significativa em relacdo ao controle na substancia negra, no cortex e no estriado.
Esse efeito foi vultuosamente revertido pelo tratamento com o acido anacardico nas

doses de 1, 3, 10, 25, 50 e 100 mg/kg (Figura 12 SN, CC e ES).

Figura 12: Efeito do tratamento com acido anacardico na peroxidagdo lipidica. (SN) Peroxidacao lipidica na
substancia negra, (CC) Peroxidagao lipidica no cértex, (ES) Peroxidacao lipidica no estriado. Os resultados
obtidos foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM). A diferenca entre grupos foi determinada
por analise de uma via da variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls. "Estatisticamente
significante em relacdo ao controle (*p<0,05, ***p<0,001). “Estatisticamente significante em relacdo & rotenona

(*p<0,05, #*p<0,001).
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6.3.6 Efeito do tratamento com acido anacardico na atividade da

superoxido dismutase total

A administracdo de rotenona diminuiu a atividade da superoxido dismutase
total comparado com o grupo controle na substancia negra (Figura 13 A) e no cortex
cerebral (Figura 13 CC), mas ndo no estriado (Figura 13 ES). O tratamento com
acido anacardico (25, 50 e 100 mg/kg) mais rotenona aumentou significativamente a
atividade desta enzima antioxidante em todas as regides analisadas. As doses de 25
e 50 mg/kg de acido anacardico foram igualmente eficazes na atividade de elevacéo
superoxido dismutase total na substancia negra e cortex cerebral, enquanto que 100
mg/kg, aumentou significativamente em comparagdo com o efeito de doses mais
baixas. No estriado, um efeito dependente da dose foi detectado entre acido
anacardico 25 e 50 mg/kg, mas nenhum aumento adicional foi induzido por acido
anacardico 100 mg/kg. De modo a esclarecer os mecanismos envolvidos neste
efeito, um grupo de animais foi tratado com &cido anacérdico 100 mg/kg na auséncia
de rotenona. Acido anacardico sozinho também foi capaz de aumentar a atividade
superéxido dismutase total, em comparacdo com o controle. Este aumento variou de
acordo com a regiao, correspondendo a cerca de 80% + 0,009 na substancia negra,
53% + 0,074 no cortex cerebral e de 230% + 0,067 no corpo estriado (Figura 13 SN,
CC e ES).
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Figura 1 3: Efeito do tratamento com acido anacardico na atividade da superoxido dismutase total. (SN)
Atividade da superdxido dismutase na substancia negra, (CC) Atividade da superéxido dismutase no
cortex, (ES) Atividade da superdxido dismutase no estriado. Os resultados obtidos foram expressos como
média * erro padrdo da média (EPM). A diferenca entre grupos foi determinada por analise de uma via da
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls. "Estatisticamente significante em relagdo ao
controle (*p<0,05, ***p<0,001). “Estatisticamente significante em relac&o a rotenona (“p<0,05, #*p<0,001).
@Estatisticamente significante em relagdo ao acido anacardico 100 mg/kg sozinho (@p<0,05, @@@p<0,001).
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6.3.7 Efeito do acido anacardico na neuroprotecdo p  elo Fluoro Jade
C

Os animais que receberam a rotenona, isoladamente, apresentaram sinais de
neurodegeneragdo na substancia negra detectado como células Fluoro Jade C
positivas (Figura 14 B), em relacdo ao controle que ndo apresentaram essas células
(Figura 14 A). No grupo tratado com acido anacardico (25 e 100 mg/kg), seguido de
rotenona, nenhuma célula Fluoro Jade C positiva fora detectada na substancia negra
(Figura 14 C e D).

Figura 14: Fotografias com microscopia de epifluorescéncia mostrando sec¢des sagitais do cérebro no nivel
da substancia negra processadas por coloracao com Fluoro-Jade C. Imagens de pequeno e grande aumento
de animais representativos do controle (A), que receberam apenas rotenona (B) e tratados com acido
anacardico, mais rotenona nas doses de 25 mg/kg (C) ou acido anacardico 100 mg/kg (D). Barras de escala:
40 um.
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7 DISCUSSAO

Este trabalho testou a hipétese de que o extrato do Anacardium occidentale e
acido anacardico teriam uma acgéo antioxidante e neuroprotetora potencial sobre o
sistema nigroestriatal de ratos e coértex cerebral quando administrados
sistemicamente. O tratamento sistémico com rotenona por cinco dias, utilizado como
modelo experimental de doenca de Parkinson, foi capaz de induzir
neurodegeneracao na substancia negra e aumentar os niveis de lipoperoxidacdo em
todas as regifes analisadas. Esse modelo provoca estresse oxidativo que é a causa
da morte neuronal dopaminérgica (SANDERS e GREENAMYRE, 2013). A
administracdo deste pesticida produz alteracbes anatdbmicas, neuroquimicas e
neuropatolégicas semelhantes aquelas observadas na doenca de Parkinson
humana, decorrente da producdo de apoptose por inibicdo do complexo |
mitocondrial e aumentos das espécies reativas de oxigénio (BETARBET et al.,
2000). No entanto, na maioria dos ratos este tratamento ndo induziu mortalidade.
N&ao foram observados alteracfes no consumo de racdo e 4gua ou do peso corporal
do grupo tratado apenas com rotenona, quando comparado com todos 0s outros
grupos.

A administracdo oral de extrato do Anacardium occidentale e acido anacardico
foram capazes de prevenir a mortalidade induzida pela rotenona, especialmente
qguando a dose era igual ou superior a 150 mg/kg para o Anacardium occidentale e
10 mg/kg para o acido anacardico (dados ndo mostrados), sugerindo um efeito
sistémico benéfico do extrato e deste composto fendlico. A avaliagcdo da toxicidade
aguda em ratos com uma dose Unica de extrato do Anacardium occidentale e de
acido anacardico 5000 mg/kg mostra pela primeira vez que até mesmo em doses
elevadas, estes compostos ndo provocam sinais téxicos. De acordo com Kennedy e
colaboradores (1986), as substancias que apresentam uma dose letal 50% mais
elevadas do que 5000 mg/kg, por via oral, podem ser consideradas praticamente
ndo téxicas. Por conseguinte, 0s nossos resultados reforcam esta ideia em relacédo
ao acido anacardico, adicionando a informacdo de evidéncias anteriores de que a
administracdo oral sucessiva de acido anacardico, usando 300-1000 mg/kg ou uma
dose Unica de 2000 mg/kg, ndo era toxica (CARVALHO et al., 2011).
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Alguns estudos vém demonstrando evidéncias de que o0 estresse oxidativo
contribui para a etiologia da doenca de Parkinson (SANDERS e GREENAMYRE,
2013), onde a disfuncdo mitocondrial é considerada um dos mecanismos
responsaveis pela morte neuronal (ANWAR et al, 2012). Também estdo
aumentados varios marcadores da peroxidacao lipidica no cérebro de pacientes com
doenca de Parkinson (DEXTER et al.,, 1989). Da mesma forma o dano oxidativo
cumulativo é o mecanismo primario pelo qual a exposicao a rotenona leva a inibicéo
do complexo | da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial e degeneracdo dos
neurénios dopaminérgicos do mesencéfalo (SHERER et al., 2003). Foi demonstrado
qgue varios tipos de antioxidantes podem atenuar a toxicidade promovida pela
rotenona (BROWN 1992; SANDERS e GREENAMYRE, 2013). Por esta razéo, esta
abordagem foi utilizada no presente trabalho.

A rotenona modifica varios aspectos do comportamento motor e cognitivo,
incluindo atividade motora reduzida, postura flexionada, rigidez e catalepsia
correlacionada com a degeneracdo das células dopaminérgicas (BETARBET et al.,
2000; ALAM e SCHMIDT 2002 ; CANNON et al., 2009; YING-JUI et al., 2011) e
neuroinflamacéo (SHERER et al., 2003). O teste do campo aberto foi utilizado como
uma medida do comportamento exploratério e da atividade geral relacionada com
Varios circuitos neuronais associados a funcdo dos nucleos da base (ROESLER et
al., 1999; GOULD et al., 2009). A analise da frequéncia locomotora objetiva avaliar o
movimento ambulatorial: a frequéncia de levantar, 0 comportamento exploratorio; e,
0 tempo para o inicio do movimento; a motivacdo (ROESLER et al., 1999). Tais
parametros sdo geralmente prejudicados na doenca de Parkinson e este declinio da
fungdo neuromotora foi reproduzido usando a rotenona. O extrato do Anacardium
occidentale foi capaz de prevenir significativamente os efeitos induzidos pela
rotenona sobre a frequéncia locomotora, duragao da imobilidade e o tempo para o
inicio do movimento nas duas doses testadas. Ao passo que, o acido anacardico a
partir da dose de 25 mg/kg foi eficiente em proteger os efeitos induzidos pela
rotenona sobre todos estes parametros, inclusive, também sobre a frequéncia de
levantar. O efeito benéfico deste composto fendlico ndo foi alterado mesmo em
doses mais elevadas. Esses resultados sé&o consistentes com a ag&o neuroprotetora

destes compostos nos parametros bioquimicos analisados neste trabalho.
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A andlise comparativa dos efeitos do extrato do Anacardium occidentale e do
acido anacardico em melhorar o desempenho motor e cognitivo foi analisada pelo
teste do rotarod e pelo labirinto em T elevado. O teste do rotarod é utilizado para
avaliar a coordenacao motora, a aprendizagem de competéncias e o equilibrio em
roedores, que sdo os indicativos basicos da fun¢cdo motora normal (BROOKS et al.,
2012). Essa funcdo motora normal € dependente da interacdo de Varios
neurotransmissores em diversas regides cerebrais, tais como o cortex motor, o
estriado, o tronco cerebral e o cerebelo (WICHMANN e DELONG, 2002). O extrato
do Anacardium occidentale, na dose de 600 mg/kg, promoveu eficacia terapéutica
em aumentar o tempo de permanéncia no rotarod, que foi reduzido pela rotenona.
Prejuizos na memoaria e aprendizagem estéo presentes na doenca de Parkinson (DA
CUNHA et al., 2003). As doses de extrato do Anacardium occidentale, 150 e 600
mg/kg, praticamente reverteram a diminuicdo da retencdo de memoria provocada
pela rotenona. O acido anacéardico aumentou a porcentagem de tempo de
permanéncia no rotarod e a retencdo de memoria, que foram reduzidos em cerca de
90% pela rotenona. Nesse caso, as dose de 3, 10, 25, 50 e 100 mg/kg foram
suficientes para melhorar os parametros do desempenho motor e da retencédo de
memoria. Tais resultados sugerem que os efeitos benéficos do extrato do
Anacardium occidentale e do acido anacéardico ocorrem em duas vias diferentes
relacionadas com o sistema dopaminérgico do mesencéfalo: em primeiro lugar, o
sistema mesocorticolimbico envolvido na memoria de trabalho, aqui avaliados pelo
labirinto em T (YING-JUI et al., 2011) e em segundo lugar o sistema nigroestriatal,
principalmente associados ao desempenho motor, especialmente em condi¢cdes que
exigem um equilibrio (teste “rotarod”) (GRAYBIEL 2000; GROENEWEGEN 2003;
MONVILLE et al., 2006).

A catatonia € uma condi¢cdo patologica caracterizada pela imobilidade motora
neurogénica e anormalidade comportamental, devido & rigidez muscular. E afetada
pelos niveis de dopamina e por prevencdo do declinio em seus niveis. Atualmente
ndo € descrita como um transtorno separado, mas associada a disturbios
psiquiatricos, abuso de drogas e doencgas neurodegenerativas como a doenca de
Parkinson (SUNDARARAJAN 2007). Em nosso trabalho a administracdo de
rotenona ocasionou um aumento do estado catatdnico em torno de 277% do valor

do controle. Este estado foi revertido pelo extrato do Anacardium occidentale na
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dose de 600 mg/kg. De acordo com Northoff (2002), uma modulacdo de cima para
baixo dos nucleos da base devido a uma deficiéncia de acido gama-aminobutirico
cortical, o neurotransmissor inibidor principal do cérebro, pode explicar os sintomas
motores da catatonia. Osman e Khurasani (1994) sugeriram que a catatonia seja
causada por um bloqueio repentino e massivo de dopamina. De fato, ao exacerbar a
deficiéncia de dopamina a doenca de Parkinson realmente contribui para o estado
catatdnico, o extrato de Anacardium occidentale por evitar a apoptose neuronal
melhora esse estado (KARUPPAGOUNDER et al., 2013).

A taxa de rotatividade dos fosfolipideos de membrana no cérebro é lenta e afeta
a habilidade dos neurdnios em responder ao estresse oxidativo (ROSS et al., 1998).
O cérebro é altamente suscetivel ao estresse oxidativo devido a sua alta taxa
metabdlica e capacidade regeneradora limitada (ANDERSEN, 2004). O metabolismo
de carboidratos pelas mitocéndrias cerebrais € diferenciado. Elas tém grande
capacidade de produzir peréxido de hidrogénio, mas curiosamente tem poucas
enzimas antioxidantes classicas, por isso 0os danos provocados pelas espécies
reativas de oxigénio geralmente s&o irreversiveis (KARUPPAGOUNDER et al.,
2013). O malonaldeido € um marcador especifico da lipoperoxidacdo, seus niveis
podem ser predominantemente dependentes de espécies reativas de oxigénio. A
lipoperoxidacdo € um dos principais mecanismos de ataque das espécies reativas de
oxigénio, iniciando-se pelo ataque das espécies reativas de oxigénio as duplas
ligacbes dos acidos graxos poli-insaturados (MANSOURI et al., 2013). No nosso
trabalho, a administragdo de rotenona, por via subcutanea, promoveu aumento dos
niveis de malonaldeido, na substancia negra, estriado e cértex cerebral em
comparacdo com o0 grupo controle. A0 mesmo tempo, 0s niveis mais baixos de
atividade superoxido dismutase total foram observados, mostrando que este
protocolo foi eficaz na indugcdo de estresse oxidativo em todas estas regides.
Tratamento com extrato do Anacardium occidentale e 4cido anacardico foram capaz
de bloquear quase completamente a lipoperoxidacdo ocasionada pela rotenona.
Provavelmente devido a capacidade antioxidante deste extrato (BROINIZI e al., 2007
e 2008) e deste composto fendlico (TREVISAN et al., 2006). Este efeito foi
semelhante em ordem de grandeza entre substancia negra, cortex cerebral e corpo
estriado (92, 87 e 90% de reducao, respectivamente) no tratamento com acido

anacardico na dose de 100 mg/kg. E importante mencionar que esse efeito protetor
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do acido anacardico ocorreu usando até 100 mg/kg, sugerindo a auséncia de uma
modulacdo bifasica antioxidante na faixa de dose entre 1-100 mg/kg. Os efeitos do
acido anacardico na lipoperoxidacdo foram, pelo menos em parte, devido a um
aumento da atividade da superoxido dismutase total, semelhante ao descrito por
Morais e colaboradores (2010) utilizando modelo de Ulcera gastrica induzida por
etanol, apdés o pré-tratamento com 30 mg/kg de &cido anacardico. O &acido
anacéardico foi capaz de elevar a atividade da superéxido dismutase total mesmo na
auséncia de rotenona. Esta é a primeira vez que se demonstra um efeito modulador
deste composto fendlico sobre esta enzima, sugerindo que este poderia ser um dos
mecanismos de acdo do acido anacardico. Além desta atividade na superéxido
dismutase total, ndo se pode descartar que a acdo antioxidante do acido anacardico
seja devido a presenca de cadeias laterais de alquilo, as quais Ihe conferem a
capacidade de inibir fortemente a geracdo de anions superodxido e de acido urico
pela xantina oxidase (TREVISAN et al., 2006). Outro aspecto importante € a acao
farmacoldgica do acido anacardico como um inibidor ndo seletivo da histona
acetiltransferase. Alguns estudos tém demonstrado que a administracéo de rotenona
e a producdo de espécies reativas de oxigénio podem aumentar a acetilacdo das
histonas, como um mecanismo envolvido no dano celular (CHOUDHURY et al.,
2010). Além disso, em um modelo de cultura de células da doenca de Parkinson,
tem sido mostrado que a inibicdo de histona acetiltransferase por acido anacardico
protege a morte da célula dopaminérgica induzida pelo pesticida paraquat (SONG et
al., 2011). Tem sido proposto que a capacidade citoprotetora de uma molécula
antioxidante seria crucial para definir uma potencial atividade terapéutica
neuroprotetora. Neste aspecto, o uso de compostos fendlicos seria vantajoso uma
vez que estas moléculas sédo capazes de inibir a acdo de varias enzimas e ativar 0s
sinais de sobrevivéncia para além da eliminacdo direta de espécies reativas de
oxigénio (DAJAS et al., 2003).

Foi estabelecido que a coloracdo Fluoro Jade C cora todos os neurbnios em
degeneracdo, especialmente sob condicbes que induzem estresse oxidativo
(KENNEDY et al.,, 1986; ALAM e SCHMIDT 2002; , EHARA e UEDA 2009;
CARVALHO et al., 2011). Os efeitos do acido anacardico foram investigados no que
diz respeito a sua capacidade de reduzir os sinais de neurodegeneracdo pela

rotenona na substancia negra. Nossos resultados utilizando uma coloracdo de
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Fluoro Jade C demonstraram que o acido anacardico em doses de 25 a 100 mg/kg
evitam totalmente os sinais de danos celulares. Este dado reforca evidéncias
anteriores obtidas in vitro (SONG et al., 2010; SONG et al., 2011), e que mostram
uma acao citoprotetora do acido anacardico ocorrendo mesmo quando ele é
administrado sistemicamente. Na faixa de doses utilizado no presente trabalho,
acido anacardico parece ser mais protetor do que o acido ascorbico, por exemplo,
que induziu efeitos pro-oxidantes no cortex cerebral quando administrado por via
oral em doses de 60 e 120 mg/kg (DUTHIE e CROZIER 2000; MENDES-DA-SILVA
et al., 2014) e a “epigallocatechin gallate” que pode induzir efeitos pré-oxidantes
quando utilizada em altas concentracées (MARTINOTTI et al., 2014).

Este trabalho demonstra o efeito neuroprotetor do acido anacardico,
afirmando assim sua correlacdo com o efeito observado no extrato do Anacardium
occidentale. As atividades relatadas neste estudo indicam que o extrato Anacardium
occidentale e acido anacardico constituem agentes promissores para o tratamento

da doenca de Parkinson por apresentarem potencial atividade neuroprotetora.
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8 CONCLUSAO

O extrato de Anacardium occidentale e o acido anacardico possuem baixa
toxicidade e acdo antioxidante quando administrados por via oral.

O presente resultado demonstra pela primeira vez que o0 extrato de
Anacardium occidentale e o 4cido anacardico, administrados sistemicamente por via
oral, podem exercer acdo neuroprotetora no modelo experimental da doenca de
Parkinson. Sob esta condigéo, tanto o extrato de Anacardium occidentale quanto
acido anacardico sédo capazes de atravessar a barreira hematoencefalica e atingir o
sistema nervoso central em quantidades suficientes para ter um efeito positivo,
indicando uma biodisponibilidade adequada. Os efeitos benéficos do extrato de
Anacardium occidentale e do &cido anacardico foram evidentes, considerando sua
capacidade de reduzir danos comportamentais e estresse oxidativo. Além disso,
sinais de neuroprotecdo, na substancia negra, foram promovidos pelo &cido
anacardico. Os nossos resultados também mostram um novo mecanismo de acao
do acido anacardico indicando que a atividade da enzima superéxido dismutase é
um alvo farmacolégico potencial deste composto fendlico. Assim, devem ser
consideradas novas perspectivas sobre o uso de acido anacardico na terapéutica da
doenca de Parkinson, bem como outros disturbios neurolégicos relacionados a

dopamina.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Anacardic acid (AA) is a flavonoid olrad fromAnacardium

occidentale Evidencen vitro andin vivo has shown its low toxicity, anti-inflammatory and
antioxidant effects, suggesting its potential tpetdic use. Nevertheless, none of these
studies were carried out in order to test the aitant effects of AA systemic administration
on the central nervous system. The present styogthesized that AA can exert
neuroprotection on the cerebral cortex and nigiadsirsystem against oxidative stress
induced by rotenone.

METHODS: Adult rats were treated by gavage with @A100 mg/kg) or vehicle 1h before
rotenone (3 mg/kg; s.c.) for 5 consecutive dayhaB®ral parameters were analyzed using
open field, rotarod and elevated T-maze testsnabsgof neurodegeneration in the substantia
nigra (SN) as well as lipoperoxidation in the ngjratal system and cerebral cortex were
also evaluated.

RESULTS: In the group treated with AA the rotenam@uced lipoperoxidation was reversed
starting with the lowest dose (1 mg/kg/day). @ased activity of total superoxide dismutase
enzyme was detected using 25-100 mg/kg AA in giloes analyzed. The impairment in
behavioral parameters induced by rotenone wasseglen animals treated with AA from 10
mg/kg. This flavonoid also blunted SN neurodegeti@masignals provoked by rotenone.
CONCLUSION: Oral administration of AA preventedenbne-induced oxidative stress in
the brain, in part due to its modulatory actionsaperoxide dismutase enzyme, reducing
neurodegeneration in the nigrostriatal system.

GENERAL SIGNIFICANCE: Antioxidant effect and lowxwity of AA open new
perspectives on potential systemic therapeutiotifids flavonoid in Parkinson’s disease.
Keywords: Neuroprotection; rotenone; flavonoidgpenoxide dismutase; substantia nigra;
fluorojade C.
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1. Introduction

The brain is particularly susceptible to oxidatilaanage because of its high levels of
polyunsaturated fatty acids and relatively low exitlant activity [1]. The production of
reactive oxygen species (ROS) and mitochondridiuthgsion in the brain are both associated
with the progression of various neurodegeneratiralitions, including Parkinson’s disease
(PD) [2]. It is characterized by progressive degatien of dopaminergic neurons in the SN,
resulting in a deficiency of dopamine in the striatand other nuclei that leads to motor,
limbic and cognitive impairment [3].

Brain oxidative stress have been shown in PD pistievho have decreased
glutathione (GSH) levels, increased levels of imngromelanin-associated redox-active iron,
lipoperoxidation, protein oxidation, and DNA damagéehe substantia nigra (SN) [4-6].
Antioxidant therapy has been suggested to ametidhaise effects [7]. A growing number of
studies have been carried out on drug screeningeiaroprotectants, especially those
bioactive substances obtained from natural comp®witdch can have low toxicity and can
be used via oral administration or taken in the #ig/]. Among these substances,
polyphenols such as flavonoids present in fruith @getables have been extensively studied
and proposed as potential therapeutic agents despological diseases with socio-economic
repercussion [8].

Anacardium occidentalgopularly known as the cashew tree, is a trogprea native
to northeastern Brazil. Peduncles and nuts camatem eaw or converted into various
nutritional products (juice, tea, jam, and bevesagéhe cashew nut liquid (CNSL) is a by-
product obtained during the processing of cashew finom which AA is extracted [9]. AAis
a flavonoid and has been described as the mawveamdimpound of CNSLUnN vitro assays
suggest that the side chain of AA and phenolig d@re responsible for its antioxidant
capacity [10]. Moreovelin vivo studies have also shown that AA has anti-inflanomyat
anticancer [11], antimicrobial [12] and gastropobitee properties [13]. It also protects against
epidermal thickening induced by ultraviolet rayd4][lEnzymatic assays demonstrated that
AA hampers the production of superoxide radicats amc acid by xanthine oxidase [15] and
inhibits cyclooxygenase, lipoxygenase [16], tyresi [17] and histone acetyltransferase
activities [18, 19].

All biochemical studies above cited suggest a ga@ktherapeutic use of AA
especially for pathological conditions where inflaation and oxidative stress occur. Recent

studies using cell lineages have demonstratedhtsafiavonoid is able to
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reduce neuronal damage modulating histone hypstatienh induced by pesticides such as
dieldrin and paraquat [20, 21]. Nevertheless, nurteese studies were carried out in order
to test antioxidant effects of AA systemic admirasbn on the central nervous system under
conditions of impaired redox balance. Thereforghapresent study, using an experimental
model of PD, based on inhibition of mitochondriahaplex | of the electron transport chain,
we hypothesized that AA taken orally can exert optotection and reduce rotenone-induced

OS in the nigrostriatal system and cerebral cooferats.

2. Material and methods
2.1. Animals

This study used adult male Wistar ré@attus norvegicusar. Albinus) weighing 250
to 300 g, from the Department of Physiology andrRia&ology, Federal University of
Pernambuco (UFPE) and mi@dus musculusyar. Swiss) of both sexes, weighing between
40 and 46 g, obtained from the Laboratory of Imnpatbology Keizo Asami (LIKA), UFPE.
The animals were maintained under standard envieotehconditions (12-h light/dark cycle;
light on 6 am) and temperature 22 + 2°C) and fetth wdmmercial chow (LabiffaPurina,
Brazil) and waternd libitum Experimental protocols were approved by the EtRilommittee
on Animal Use at the Federal University of Pernacshunder license N
23076.014558/2011-55, according to the standamsmmended by the Brazilian College for

Animal Experimentation.

2.2. Reagents

Rotenone was purchased from Sigma (St. Louis, M&@A)And dissolved (3 mg/mL)
before the beginning of treatment in dimethyl sxiie (DMSO) (10% w/v in sunflower oil,
pH 7.4) for 5 days. During treatment period, thiemone solution was stored in a refrigerator
(6°C).

CashewsA. occidentalpwere harvested at the Embrapa Tropical Agroingust
Experimental Station, located in Paraipaba, Cdanagil, during the 2009 summer season.
The fruit came from a commercial cultivar (CCP-Wh)ose genetic material is maintained in
Embrapa’s germ plasm bank. The fresh cashew apgesmanually separated from the nuts
and were provided as a kind gift by Dr. Edy Sous&8dto (Embrapa, Fortaleza, Brazil). The
AA used in this study was extracted from the CNSL
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and kindly provided by Dr. Maria Teresa Salles Tsam — Federal University of Cear4,
Fortaleza, Brazil. The AA was isolated according tevisan et al. [10] and Morais et al. [13].
In the laboratory, AA was stored at a temperatdird 8 C. Immediately before use, it was
dissolved in a tween 80 solution (2% w/v in wat&he chemical structure of AA is shown in
Figure 1. Butylated hydroxytoluene (BHT), 2,2-diplgkl1-picrilidrazil (DPPH),

thiobarbituric acid (TBA), 1,1,3,3-tetramethoxypame (TMP), sodium pentobarbital
solution, peroxide, and epinephrine, used in biotbal analyses, were also acquired from
Sigma (St. Louis, MO, USA). Entellan was acquinemf Merck Sharp & Dohme
Corporation, USA. Fluoro-Jade C (FJC) was acquraah Merck Millipore, USA.

Figure 1: Chemical structure of Anacardic acid adirw to Carvalho et al., (2011)

L‘\\/"\R
.g\\\/\/ L P T, o (a)
R %\V B P e N )
2\/ N NN ©
AN T ~ - il

2.3. Evaluation of in vitro antioxidant activity

Thein vitro antioxidant activity of AA was determined by trepture of DPPH,
radical assay according to the method describd8ragd-Williams et al. [22]. Aliquots (0.5
mL) of a solution containing different concentratsoof AA (5, 10, 25, 50, 75, 125, 250 and
500ug/mL) were added to 1.5 mL of a methanolic solubdDPPH (60 mM). The solutions
were homogenized and incubated for 30 min at raamperature (~ 22°C) and the
absorbance of the resulting solution was readspegtrophotometer at 515 nm. A decrease in
the optical density reading of the AA samples wamared to the standard antioxidant
Butylated hydroxytoluene (BHT), as the positive ttoh thus establishing the percentage of
DPPH discoloration, according to the formula below:

% protection=_(absorbance of BHT — absorbance ofs&fple) x 100

absorbance of BHT
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The methanolic solution of DPPH was used as a ivegebntrol. Antioxidant activity
was expressed as half maximal inhibitory conceiotndCso which represents the sample
concentration required to inhibit 50% of the ratlB®PH, compared to the negative control.

All experiments were done in triplicate.

2.4. Assessment of acute toxicity of AA

In this test, male and female mice=(6/sex) were housed in cages and deprived of
food overnight, with free access to water. A sirdpse of 5000 mg/kg body weight of AA
was administered orally to the animals by gavageakh case, the volume administered was
10 mL/kg. Following administration, the animals eearefully observed during the first 3
hours and thereafter, on a daily basis for 14 daysny toxic signs and symptoms or death.
Signs and symptoms of toxicity included: (1) autmimeffects, such as salivation and
piloerection; (2) central nervous system effeaishsas tremors and convulsions and (3)
changes in activity levels, posture and streng8j. [Rody weight, food and water

consumption were recorded daily.

2.5. Pharmacological studies

The animals were randomly divided into nine expenial groups treated over 5
consecutive day€ 8/group). Rats from Group 1 received tween 80 {2%in water) by
gavage (1 mL/kg) and 1 hour after, vehicle (sunéowil 90% w/v + DMSO 10% wl/v; s.cC.).
Group 2 received tween 80 (2% w/v) by gavage ahdut after, rotenone (3 mg/kg/day,
s.c.). Groups 3-8 were treated with AA at 1, 3,28),50, or 100 mg/kg/day by gavage 1 hour
after, rotenone (3 mg/kg/day, s.c.). Twenty-fouutsoafter the last day of treatment, the rats
were evaluated by behavioral tests. Group 9 wasetdewith AA only at 100 mg/kg/day by
gavage in order to test whether this compoundIes tabact on superoxide dismutase activity.

Body weight of all rats was recorded on the firsd éast days of the treatment.
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2.6. Behavioral Tests

2.6.1 Exploratory and General locomotor activity

To quantify the exploratory and general locomotdivity the open field test
according Gould et al. [24] was used. Each indialdat was placed individually in the center
of an open-field arena (a circular wooden box wittiameter of 100 cm and 40 cm high, with
a floor divided into 19 regions). The frequencyafomotion (hnumber of times that each
animal entered in the delimited regions with itarfpaws), rearing frequency (number of
times that the animal stood on its hind legs, whitrunk perpendicular to the floor of the
arena), immobility time (time the animal stood waitih making any movement), and time to
start of movement (time for the animal to start mgwout of the center of the open-field
arena) were assessed for 5 min. The arena wasdeath 5% ethanol before each test but

each animal was put there, only after the alcohmalshad disappeared.

2.6.2. Rotarod activity

In order to quantify the motor deficit, we used thtarod test at a fixed speed
according to [25]. To perform this test, the aninvak placed with all four paws on a bar with
a diameter of 7.0 cm and set 25 cm above the fldoe.bar rotated at a speed of 25 rpm.
Before being submitted to the different treatmettits,rats were trained in two sessions of 180
seconds for habituation. Animals were placed orrokegting bar and the time of stay on the
bar was recorded. A cut-off time of 180 seconds mvamtained throughout the experiment.

The average results were recorded as time of fall.

2.6.3. The elevated T-maze test for spatial meperprmance

The test was performed according to Kumar et &l {#ho that used this test in order
to evaluate limbic and cognitive memory performaimcexperimental models of ganglia
basal neurodegeneration.

The elevated T-maze consisted of one open arm (boxi) and two closed arms of
the same dimensions, facing each other and a tantia(10x10 cm) connecting the arms.
Closed arms had 40 cm height walls. The rats wiaieed
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individually at the end of the open arm facing avrayn the central area. The time taken by
the animal to move from the open arm to eithehefdlosed arms was registered 24 hour
after the last day of treatment and was calledbinatency. Rats were allowed to explore the
maze for 30 seconds after acquisition of the ihliéency, and were then returned to their
cages. The learning retention latency was evaluagad the next day. The percentage of
memory retention was calculated using the followimgnula:

(initial latency — latency repetition) x100 / it latency

Immediately after the behavioral tests, the animadse sacrificed for biochemical

assays.

2.7. Biochemical studies

2.7.1. Dissection and homogenization

After behavioral assessments, the animals werdlated and then decapitated. The
brains were removed and placed on ice. The striatontex, and substantia nigra were
dissected and weighed. After weighing, the poaleslie (n=5) of each region was
homogenized (w/v) in a potter with phosphate beifesaline (PBS 1:10) to which BHT
(0.004% wl/v) was added to prevent autoxidatiorhefdamples. The homogenate was
centrifuged at 10008 for 30 min at 4°C and an aliquot of supernatarg separated for

biochemical analysis.

2.7.2. Measurement of lipid peroxidation

Quantitative measurement of lipid peroxidation wagormed according to the
method of Buege and Aust [27]. The amount of mdttetayde (MDA) present in the samples
was quantified by the reaction with TBA. Aliquots5®0 pL of the supernatant were added
to 1 mL of a TBA solution: 0.38% (w/w) TBA, 250 ndf 1N cloridric acid (HCI), 15%

(w/w) trichloroacetic acid (TCA), and 20 mL of 2%/{) ethanolic BHT. The solution was
heated at 100°C for 15 min, followed by coolingmice bath. Then, 1.5 mL of n-butanol
was added. The mixture was shaken and centrifuggd0®g for 20 min. After

centrifugation, the upper phase was collected aatiaed in a
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spectrophotometer (CARY 3E UV-Visible Spectrophogben Varian, Inc; Brazil) at 532 nm.
The results were expressed as nmol/mg of proténgwasstandard curve generated with

different concentrations of TMP) solution.

2.7.3. Total Superoxide dismutase (tSOD) activity

Total SOD activity in the substantia nigra, coréexd striatum was determined
according to the method by Misra and Fridovich [28]is /method relies on the ability of
tSOD to inhibit the oxidation of epinephrine. Thareephrine self oxidizes at basic pH (10.2)
through a mechanism that generates superoxideatadi@t, in turn, activate the reaction of
autoxidation. To evaluate the enzymatic activi§Q LL of the homogenate was added to 880
uL of carbonate buffer (0.05 M, pH 10.2, 0.1 mMy#he-diamino-tetraacetic acid. Twenty
microliters of epinephrine (30 mM in 0.05% acetid) were added to the mixture and the
reading was performed on a spectrophotometer (CARYJV-Visible Spectrophotometer
Varian, Inc; Brazil) at 480 nm. The enzymatic aityivs expressed as the amount of enzyme
that inhibits 50% of the oxidation of epinephrimdiich is equal to 1 unit.

2.8. Fluoro Jade C assay

In order to analyze neurodegeneration in the SNthen set of experiments was done
using FJC according to Ehara and Ueda (2009) BX®r 5 days of treatment with AA
followed by behavioral tests, three animals fromhegroup were anesthetized with a sodium
pentobarbital solution (100 mg/kg, i.p.). They waren perfused with a 0.9% NaCl solution,
followed by 4% paraformaldehyde in PBS, pH 7.4. Brens were post-fixed in the same
fixative for 2 h, rinsed in a phosphate buffer (P&)d subsequently cryoprotected in
solutions of 10, 20, and 30% sucrose in PB.

Brain blocks were serially cut on a freezing miorae (Leitz Wetzlar) into 5@um
thick sections in the parasagittal plane. All satdiwere collected serially in PB and arranged
in six series. The Atlas of Paxinos and Watson {88 used to delimit cytoarchitectonic
regions of SN. Sections of one series per animat wwunted on gelatin-coated slides, air-
dried, and subjected to FJC staining. Slides waraarsed in a 1% NaOH solution (in 80%
ethanol) for 5 min, rinsed for 2 min in 70% ethaand for 2 min in distilled water, and then

incubated in a 0.06% potassium permanganate
97



solution for 5 min. After washing in water (2 mithe slides were immersed in a FJC solution
(0.0001%, in 0.1% acetic acid) for 10 min, followagwashing in distilled water. The slides
were air-dried on a slide warmer at 50°C for 30,mleared in xylene, and covered with
Entellan. The presence of FJC-positive neuronserSiN was analyzed in three animals of
control, rotenone, AA (25, 50 and 100 mg/kg/dayups at the stereotaxic coordinate
identified as corresponding approximately to ldtér@ mm (plate 81) according to Paxinos
and Watson [30].

2.9. Statistical analysis

The results are expressed as mean +* standardoéthe mean (SEM). The difference
between groups was assessed by one-way analyssiafice (ANOVA) followed by
Newman-Keuls multiple comparison /post-hoc testatermine the significance level.
Statistical analysis was performed using Graphfaht 5.0. (GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA 92037 USA). p-values less than 0.05 werssidered statistically significant.

3. Results
3.1. Reduction of DPPH

DPPH radical scavenging activity was obtained wltttoncentrations of AA tested
(5-500 mg/mL). The AA was able to reduce the stéigle radical DPPH to the yellow-
colored 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl with and¢of 9.1 pg/mL. The AA concentration of
75 ng/mL was able to induce 94.09% of DPPH inlohbitiThis effect increased up to 96.32%
in the AA concentration of 500 pg/mL. Under simitanditions, the synthetic antioxidant
BHT presented an Kg61.1 pg/mL and induce 95.12% of DPPH inhibitiomyomhen was
used in the concentration of 500 pg/mL. (Figure 2)
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Figure 2: DPPH radical scavenging activity of Amaia acid and the synthetic
antioxidant butylated hydroxytoluene (BHT) in thencentration range of 5-500
mg/mL. The IG, estimated for Anacardic acid and BHT were 9.1 [lgAnd 61.1

pag/mL, respectively.
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3.2. Acute toxicity

The single AA dose of 5000 mg/kg administered griimice did not modify body

weight of males (43.66 + 1.42 g at first day andD84+ 1.34 g at 12day) and females

(40.64 + 0.95 g at first day and 43.36 + 0.99 g4t day) compared to the control animals

(45.23 + 1.32 g at the first day and 45.93 + 1.5 g4" day). Figure 3 shows daily body

weights of both groups during 14 days.

Figure 3: Effect of Anacardic acid on the doughiat@on in the acute toxicity test.
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Death or signs and symptoms of toxicity includimgioaomic effects (salivation, and
piloerection), central nervous system effects (enand convulsions) or behavioral effects
were not observed in any of the mice treated with A

In the group treated by AA 5000 mg/kg, differencethe daily consumption of food (28.3 =

1.43 g/day) and water (52.21+ 3.47 mL/day) wereated observed when compared to
control group (27.0 £ 4.97 g/day and 51.99 + 2.38day). Therefore, the acute minimum
lethal dose of AA for mice could not be calculatedggesting that it is higher than 5000
mg/kg.

3.3. Effect of AA on brain lipid peroxidation

As expected, the administration of rotenone foagsdnduced lipoperoxidation as
indicated by the significant increase of MDA levigishe SN, cortex, and striatum in
comparison to the control group. Treatment with @A3, 10, 25, 50, and 100 mg/kg/day) 1
hour before the administration of rotenone attesai#ipid peroxidation levels in the
substantia nigra, cortex and striatum (p < 0.00@INOVA followed by Newman-Keuls as

pos-hoc test), as shown by the significant decraaBDA concentration (Fig. 4).

Figure 4. Levels of thiobarbituric acid-reactanbstances (TBARS) in the substantia nigra (A),
cerebral cortex (B), and striatum (C) of ratsha tontrol and experimental groups treated with
rotenone only or in combination with anacardic gdid3, 10, 25, 50, and 100 mg/kg/day). Each
bar represents mean + standard error of the me&&anp<0.00001, * p<0.05 compared with
control. " p<0.00001,* p<0.05 compared with rotenone. One-way analysisvariance
followed by Newman Keuls Multiple Comparison test 8 per group).
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3.4. Effect of AA on tSOD

The administration of rotenone produced a decrigat®0D activity compared with
the control group in the SN and cerebral corteg.(BA and B) but not in the striatum (Fig.
5C). Treatment with AA (25, 50 and 100 mg/kg/dalylsprotenone significantly increased the
activity of this antioxidant enzyme in all regioasalyzed (Fig. 5A, B and C). Doses of both
25 and 50 mg/kg/day AA were equally effective iawvgting activity of tSOD in the SN and
cerebral cortex, while 100 mg/kg/day significantigreased this effect compared to lower
doses (Fig. 5A and B). In the striatum, a dose-ddeet effect was detected between AA 25
and 50 mg/kg/day but no additional increase wasdad by AA 100 mg/kg/day (Fig. 5Gh
order to clarify mechanisms involved in this effemmte animal group was treated with AA
100 mg/kg/day in the absence of rotenone. As cahben in the figure 5, AA alone was
also able to increase tSOD activity, compared éocthntrol condition. This increase varied
according to the region, and corresponded to a®@it in the SN, 53% in the cerebral cortex
and 230% in the striatum.
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Figure 5: Total superoxide dismutase (t-SOD) afgtivm the substantia nigra (A), cerebral
cortex (B), and striatum (C) of rats in the cohtand experimental groups treated with
rotenone only or in combination with anacardic gdid, 25, 50, and 100 mg/kg/day) or with
anacardic acid only (100 mg/kg/day). Each baresgmts mean * standard error of the
mean. *** p<0.00001, * p<0.05 compared with contrdf' p<0.00001 p<0.05 compared
with rotenone. @@ @ p<0.00001 compared to AA 10kgiday in the presence or absence
of rotenone. One-way analysis of variance follovsgdNewman Keuls Multiple Comparison
test. n= 8 per group).
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3.8 Effect of AA on locomotor activity

Administration of rotenone for 5 days significantgduced the ambulatory activity

and rearings of the rats and increased the durafionmobility and time to start movement
of rats in the open field test. Treatment with A®( 25, 50, and 100 mg/kg) for 5 days

significantly improved locomotor activity and reags and decreased the immobility time

and the time to start movement in rats (Fig. 6).

Figure 6: Effect of Anacardic acid (1, 3, 10, 28, &nd 100 mg/kg/day) on locomotor activity
in the open field test of rats that received rotengn= 8 per group). (A) Total ambulatory
activity, (B) rearings, (C) duration of immobilityD) time of start of movement. Each bar
mean * standard error of the mean.p¥®.0001, * p<0.05 compared with

represents

control. . ** p<0.0001,” p<0.05 compared with rotenone. One-way analysizvasfance

followed by Newman Keuls Multiple Comparison test.
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3.9. Effect of AA on rotarod test

Administration of rotenone caused a significantgiitase in the time of permanency
of the animals compared with control animals inrbtarod test. Daily treatment with AA (3,
10, 25, 50, and 100 mg/kg/day) for 5 days signifigaincreased the time of permanency
compared with the group that received only roten@ig. 7).

Figure 7: Effect of Anacardic acid (1, 3, 10, 2B, &nd 100 mg/kg/day) in the rotarod test
in rats that received rotenone=r8 per group). Each bar represents mean * stareateor

of the mean. *** p<0.0001, * p<0.05 compared witbntrol. ** p<0.0001,” p<0.05
compared with rotenone. One-way analysis of vadafmlowed by Newman Keuls
Multiple Comparison test.
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4.0. Effect of AA on memory performance in theadézl T-maze test

Treatment with rotenone caused marked memory &ssshown by the significant
decrease in the percentage of memory retention amdpwith the control group. Daily
treatment with AA (1, 3, 10, 25, 50, and 100 mgday) 1 h before the administration of
rotenone increased the percentage of memory reteimtirats compared with treatment with
rotenone alone (Fig. 8).
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Figure 8: Effect of Anacardic acid (1, 3, 10, 2%, @and 100 mg/kg/day) on memory
performance in the elevated T-maze test, in rasréceived rotenone @ 8 per group).
Each bar represents mean + standard error of then.nt&* p<0.0001 compared with
control. " p<0.0001 compared with rotenone. One-way anabysisriance followed by
Newman Keuls Multiple Comparison test.
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4.1 Effect of AA on neurodegeneration assessedGylabeling
The animals that received rotenone only presenggais of neurodegeneration in the

substantia nigra detected as FJC positive celgs @B) compared to control condition (Fig.
9A). In the group pretreated with AA (25 and 100/kggday) followed by rotenone, no FJC
positive cells were detected in the substantiaan{grg. 9C and D).
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Figure 9: Photographs of epifluorescence micros@bhmyving brain parasagittal sections at
the level of Substantia Nigra processed by Fhiae C staining. Images in low and high
magnification of representative animals treatedhwehicle (A), rotenone only (B) and with
AA 50 mg/Kg/day (C) or AA 100 mg/Kg/day (D) folled by rotenone. Note the effect of AA
in prevent signals of neurodegeneration inducecbignone. Scale bars: 40 um.
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4. Discussion

The present study tested the hypothesis that Afesysally administered would have
a potential antioxidant and neuroprotector actiparuthe rat nigrostriatal system and cerebral
cortex. Systemic rotenone treatment for five daged as an experimental model of PD, was
able to induce neurodegeneration in the SN aneased lipoperoxidation levels in all
regions analyzed. Nevertheless, in the majoritthefrats this treatment did not induce
mortality. Acute toxicity assessment in mice gsansingle AA dose of 5000 mg/kg showed
for the first time that even in a high dose, trosnpound does not provoke toxic signs.
According to Kennedy et al. [31], substances thas@nt a lethal dose 50% (kdphigher
than 5000 mg/kg by the oral route can be consideractically nontoxic. Therefore, our
present findings reinforce this idea with resgedA, adding information to previous
evidence that successive oral administration ofusfig 300-1000 mg/kg or a single dose of
2000 mg/kg is nontoxic [32].

Nowadays there is a growing body of evidence tHaicOntributes to the etiology of
PD where mitochondrial dysfunction is consideretemne of the mechanisms responsible
for neurodegeneration in the brain [33]. Severalkes of lipid peroxidation are increased in
brains of patients with PD [5]. Similarly, cumulagioxidative damage is the primary
mechanism by which rotenone exposure leads toitidntof complex | of the mitochondrial
electron transport chain and degeneration of midlwl@apaminergic neurons [34]. It has been
shown that several types of antioxidants may attenthe toxicity promoted by rotenone [34,
35]. For this reason, this approach was used iptésent work.

In our study, administration of rotenone via a suboeous route promoted increased
levels of lipoperoxidation (~26 fold) in the subsia nigra, striatum and cerebral cortex in
comparison to the control condition. At the sameetilower levels of tSOD activity were
observed in the SN and cerebral cortex. AA treatmeas almost completely able to blunt
lipoperoxidation provoked by rotenone in low dosesh as 1 mg/kg/day. This effect was
similar in order of magnitude among SN, cerebralecoand striatum (92, 87 and 90%
reduction, respectively). It is noteworthy to mentthat this protective effect occurred even
when 100 mg/kg AA was used, suggesting the abssfire®iphasic modulation in this dose

range.
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The effects of AA on rotenone induced-lipoperoxiciatvere at least in part due to a
stimulatory action on the tSOD enzyme. These figsliwere supported by the findings that
AA was effective in elevating activities of tSGdven in the absence of rotenone. To our
knowledge, this is the first evidence of a modulatffect of this flavonoid on this
antioxidant enzyme, providing a novel molecular hatism of action of AA. Besides this
activity on tSOD, we cannot discard the possibiiitsit the antioxidant action of AA is also
due to the presence of alkyl side chains, whichezomn this compound an ability to inhibit
the generation of superoxide anions and uric agidamthine oxidase [10]. Another aspect
that should be taken in account is the pharmaccdbgiction of AA as a non-selective
inhibitor of histone acetiltransferase (HAT). Itshiaeen demonstrated that rotenone treatment
and ROS production can increase histone acetylasane of mechanisms involved in
cellular damage [36]. In addition, in a cell cutumodel of Parkinson’s disease, it has been
shown that the inhibition of HAT by AA protectedaagst dopaminergic cell death induced
by the pesticide paraquat [21].

It has been proposed that the cytoprotective capatan antioxidant molecule would
be critical to define a potential neuroprotectiverapeutic activity. In this aspect, the use of
flavonoids would be advantageous considering tiegd molecules are able to inhibit the
action of several enzymes and activate survivalagin addition to the direct scavenging of
ROS [37]. Thus, effects of AA were also investighite the present study with respect to its
ability to reduce rotenone-induced signs of neugederation in the SN. Our findings using
FJC staining, which specifically labels damagedroesi [29], demonstrated that AA at doses
from 25 to 100 mg/kg/day completely prevented siginsell damage. This data reinforces
previous evidence obtaindd vitro [20, 21] and shows that a cytoprotective acibAA
can occurs even when it is systemically admingstein the dose range used in the present
work, AA seems to be more protective than dscacid, for example, which induced
pro-oxidative effects in the cerebral cortex wheaswaken by oral route in doses of 60 and
120 mg/Kg/day [38].

Besides oxidant effects, rotenone can also moewgal aspects of motor and
cognitive behavior, including reduced activity Xigel posture, rigidity and catalepsy
correlated with dopamine cell degeneration [ 39,440 42] and neuroinflammation [35]. In
this study, pretreatment with AA significantly rexba rotenone-induced behavior

abnormalities, increasing general locomotor agtiwitthe open field test, time
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of permanence in the revolving bar (rotarod test) ia the percentage of memory retention in
the elevated T-maze.

Comparative analysis of AA effects in improving imoand cognitive performance
analyzed in these tests, demonstrated a bettepiatic efficacy of this flavonoid in
increasing the time of permanence in the rotarmbraemory retention, which were
respectively reduced about 9 and 12 fold by rotendmthese cases, AA doses of 1 or 3
mg/kg/day were enough to improve these parameteumnd 3 and 5 fold, respectively.
Nevertheless, the dose dependent effects of ARAard tests were different. In the elevated
T-maze, AA at 10 mg/kg/day completely reversednmote-induced effects whereas in the
rotarod test the maximum effect was only obsenteld@ mg/kg/day. Such results suggest
beneficial effects of AA on two different pathwaydated to midbrain dopaminergic systems:
first, the mesocorticolimbic system involved in therking memory [43], herein assessed by
T-maze test; and second the nigrostriatal systesmlynassociated with motor performance,
especially under conditions that require balanotafod test) [25, 43, 44].

The open field test was used in the present sta@dyraeasure of exploratory behavior
and general activity related to several neuraludiscassociated to the basal ganglia function
[24, 44, 45]. Crossings assess the ambulatory mememearing, the exploratory behavior
and the latency to start the movement mainly réfléte animal motivation. Such parameters
are usually impaired in PD and this decline in newstor function was herein reproduced
using rotenone. AA administered at a dose of 126ai0 100 mg/kg/day was able to prevent
rotenone-induced effects on these parameters. i@8alis are consistent with the
neuroprotective action of AA on the biochemical aetlular parameters analyzed in the

present study.

5. Conclusion

In conclusion, the present findings demonstratéHeffirst time that AA systemically
administered by oral route may exert protectivéoacbn an experimental model of
neurodegenerative disorder. Under this conditiof,if\able to cross the brain-blood barrier
and reach the central nervous system in suffi@emunts to have a positive effect, indicating
an adequate bioavailability. Beneficial effectsAdt were evident considering its ability to
reduce behavioral impairment, OS and signs of rdageneration in the SN. Our results also

provide a novel mechanism of AA action
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indicating that SOD enzyme activity is a potengiabrmacological target of this flavonoid.
Thus, new perspectives on therapeutic use AA iraPell as other dopamine related

neurological disorders should be considered.
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ANEXO B

SINTOMAS

NORMAL

TEMPO E DATA

Aparéncia geral
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Aperto da cauda

Contorcao
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Ténus muscular
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Ataxia

Reflexo auricular

Reflexo corneal
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Straub

Hipnose
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Cianose
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Cdédigos: Testes com anotagdo normal “0”, a intensidade do efeito varia na escala de 1 a 4 Teste com

anotacao normal “4”, a intensidade do efeito podera variar de 0 a 3 quando ocorrer diminuicdo, 4 quando

igual ao controle e de 5 a 8 quando ocorrer aumento.
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ANEXO C
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ANEXO D

HPLC DA AMOSTRA DE ACIDO ANACARDICO UTILIZADA NESTETRABALHO.
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PICO ACIDO ANACARDICO NA ANALISE PELA METODOLOGIA 0D HPLC
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