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RESUMO

Nos ultimos anos, o aumento da populacdo de idosos tem levado ao aumento na
incidéncia de doencas neurodegenerativas em todo o mundo. Este fato tem
proporcionado um interesse cada vez maior nos estudos que visam novas
estratégias para a prevencdo e cura dessas doencas. Varias evidéncias tém
demonstrado que elevados niveis de estresse oxidativo, alteracdes mitocondriais,
neuroinflamacéo e apoptose estdo fortemente associados ao desenvolvimento de
muitas doencas tipicas do envelhecimento como Alzheimer, Parkinson e Huntington.
Entretanto, as bases moleculares que desencadeiam estas doencas, ainda nao
estdo totalmente compreendidas. De uma maneira geral, 0s principais mecanismos
envolvidos no processo de neurodegeneracao estdo relacionados a excitotoxicidade
mediada por aminoacidos excitatorios; formacdo de agregados proteicos; alteracdes
da funcdo mitocondrial; aumento intraneuronal de calcio, proteinas pré-apoptoticas e
mutacdes no DNA mitocondrial; bem como inibicdo de determinados complexos da
cadeia respiratéria mitocondrial. Além disso, mecanismos neuroinflamatérios, com
ativacdo de células da glia e liberagdo de mediadores proé-inflamatorios, estédo
diretamente ligados a degeneracao e a morte neuronal. Considerando que Schinus
terebinthifolius (Anacardiaceae), conhecida popularmente como aroeira, apresenta
propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes, pareceu-nos atraente investigar se o
extrato hidroalcodlico do caule dessa espécie possui efeito neuroprotetor nas
alteracbes comportamentais e bioquimicas na doenca de Parkinson (DP)
experimental induzida por rotenona. Para tanto, cinco grupos (n=10/grupo) de ratos
Wistar foram tratados por gavagem durante 7 dias consecutivos respectivamente
com agua + veiculo do extrato (controle), agua (rotenona) e doses crescentes de S.
terebinthifolius (150, 300 e 600 mg/kg). Uma hora ap6s o tratamento foi administrado
rotenona (3 mg/kg, s.c.) a todos 0s grupos, exceto o grupo controle que recebeu o
veiculo (6leo de girassol 90%+10%DMSQO). Decorridos 24h da administracdo de
rotenona, foram realizadas avaliagbes comportamentais por meio dos testes de
campo aberto, rotarod e testes de labirinto elevado-plus em ratos adultos Wistar.
Também foram realizados testes in vitro e in vivo de atividade antioxidante pelo
método de captura de radicais DPPH e peroxidacdo lipidica (TBARS),
respectivamente. Os resultados mostram que a administracédo de rotenona (3 mg/kg,
s.c.) produziu hipolocomogé&o, aumento da imobilidade, descoordenagéo muscular e
déficit de memoria, enquanto que a administracdo prévia do extrato de S.
terebinthifolius impediu a rotenona de provocar comportamento disfuncional sobre a
atividade locomotora, rotarod e retencdo de memoria. A andlise bioquimica da
substancia nigra, striatum e coértex revelou que a rotenona aumentou
significativamente a peroxidacao lipidica, o que foi inibido pelo pré-tratamento com
todas as doses de S. terebinthifolius. Dessa forma, conclui-se possivel efeito
neuroprotetor de S. terebinthifolius possivelmente mediada por meio da sua
atividade antioxidante, indicando por sua vez um potencial beneficio terapéutico
desta espécie no tratamento da doenca de Parkinson.

PALAVRAS-CHAVE: Doenca de Parkinson. Efeito antioxidante. Peroxidacdo de
lipidios. Rotenona. Schinus terebinthifolius Raddi.



ABSTRACT

In recent years, the increase of the aging population has led to increased incidence
of neurodegenerative diseases worldwide. This fact has given an increasing interest
in studies aimed at new strategies for prevention and cure of these diseases. Several
evidences have demonstrated that elevated levels of oxidative stress, mitochondrial
changes, neuroinflammation and apoptosis is strongly associated with the
development of many typical diseases of aging such as Alzheimer's, Parkinson's and
Huntington's. However, the molecular basis that trigger these diseases are not yet
fully understood. In general, the key mechanisms involved in the neurodegeneration
process are related to excitotoxicity mediated by excitatory amino acids; formation of
protein aggregates; changes in mitochondrial function; increase in intraneuronal
calcium, proapoptotic proteins and mutations in mitochondrial DNA; and inhibition of
certain complexes of the mitochondrial respiratory chain. Furthermore,
neuroinflammatory mechanisms with glial cell activation and release of
proinflammatory mediators are directly linked to degeneration and neuronal death.
Whereas, Schinus terebinthifolius (Anacardiaceae), commonly known as aroeira, has
anti-inflammatory and antioxidant properties, it seemed attractive to investigate
whether the hydroalcoholic extract of the stem of this species has neuroprotective
effect on the behavioral and biochemical changes in Parkinson's disease (PD) trial
rotenone-induced. For this, five groups (n= 10/group) Wistar rats were treated by
gavage for 7 consecutive days, respectively extract with water + vehicle (control),
water (rotenone) and increasing doses of S. terebinthifolius (150, 300, and 600
mg/kg). One hour after treatment rotenone was administered (3 mg / kg, s.c.), all
groups except control group received the vehicle (sunflower oil 90% + 10% DMSO).
After 24 hours of rotenone management, behavioral assessments were conducted
through the open field test, rotarod and elevated-plus maze tests in adult Wistar rats.
They were also carried out in vitro and in vivo antioxidant activity by radical capture
method DPPH and lipid peroxidation (TBARS), respectively. The results show that
rotenone administration (3mg/kg, sc) produced hypolocomotion, increased
immobility, muscle incoordination and memory deficit, whereas the prior
administration of S. terebinthifolius extract prevented rotenone cause dysfunctional
behavior on locomotor activity, rotarod and memory retention. Biochemical analysis
of the substantia nigra, striatum and cortex revealed that rotenone significantly
increased lipid peroxidation, which was inhibited by pre-treatment with all doses of S.
terebinthifolius. Thus, it is concluded possible neuroprotective effect of S.
terebinthifolius possibly mediated by its antioxidant activity, in turn indicating a
potential therapeutic benefit of this species in the treatment of Parkinson's disease.

KEYWORDS: Antioxidant effect. Lipid peroxidation. Parkinson's disease. Rotenone.
Schinus terebinthifolius Raddi.
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1. INTRODUCAO

O aumento da populacéo idosa tem levado a uma crescente incidéncia de
doencas neurodegenerativas em todo o mundo. Com isso, os sistemas de saude
terdo de fazer frente a uma crescente demanda por procedimentos diagndsticos e
terapéuticos das doencas crbnicas ndo transmissiveis e a uma demanda ainda
maior por servicos de reabilitacdo fisica e mental. Vérias evidéncias tém
demonstrado que muitas destas doencas estdo relacionadas com a producéo
excessiva de radicais livres. Devido a isso, 0 interesse por estudos que visem a
prevencao e cura destas patologias € de grande valia.

Assim, constituintes naturais derivados de plantas possuem grande
importadncia uma vez que estudos realizados mostram que esses COMpPOStos
apresentam uma gama de atividades bioldgicas, dentre elas, atividade antioxidante
com potencialidades terapéuticas. Diante disso, fica clara a necessidade de
investimento em condi¢cdes de salde para a populagdo idosa, bem como no
desenvolvimento de novos agentes que melhorem a qualidade de vida desta
populacdo e pesquisas que envolvam possiveis alternativas terapéuticas utilizando
matérias-primas locais devem ser estimuladas.

A doenca de Parkinson € uma das principais doencas neurodegenerativas e é
caracterizada pela degeneracdo progressiva dos neurbnios dopaminérgicos que se
projetam da substancia negra ao estriado. Além disso, alteragcbes motoras
(bradicinesia, rigidez, tremor em repouso e desequilibrio postural), declinio cognitivo
e sintomas psiquiatricos (como depressao), sdo os sintomas cardinais da patologia
(DUTTA e MOHANAKUMAR, 2015).

Muitos mecanismos tém sido propostos para explicar os eventos que resultam
na morte neuronal apresentados na doenca, 0s quais sdo associados com estresse
oxidativo, disfuncdo mitocondrial, neuroinflamacdo e exposicdo ambiental, como
pesticidas, contribuindo para o aparecimento das alteracbes comportamentais e
bioguimicas (DAUER e PRZEDBORSKI, 2003; RENAUD et al., 2015). Vérios
modelos animais tém sido utilizados para mimetizar e elucidar a patogénese da
doenca de Parkinson, em especial a rotenona, o MPTP e a 6-OHDA (DAUER e
PRZEDBORSKI, 2003; BLESA et al., 2012).

A rotenona (Derris sp. Fabaceae), tem sido um potente pesticida hidrofobico e
sua exposicdo ambiental imita os sintomas clinicos e patolégicos da doenca de
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Parkinson, como alteracbes comportamentais, bioquimicas e histoquimicas,
caracterizando um modelo reprodutivel para a doenca de Parkinson (BETARBET et
al., 2000). A rotenona produziu a neurodegeneracdo por meio de varios
mecanismos, principalmente pela inibicdo do complexo I, aumento do estresse
oxidativo e inducdo da apoptose (ZAITONE et al.,, 2012; VON WRANGEL et al.,
2015).

Schinus terebinthifolius Raddi, Anacardiaceae, é uma planta nativa da
América do Sul (CORREA, 1974). No Brasil, é popularmente chamado de Aroeira;
na medicina popular tem sido utilizada no tratamento de Ulceras, problemas
respiratorios, feridas e artrites e também como anstiséptico, antiinfimatério e
hemostéatico (MEDEIROS et al, 2007). Muitas de suas propriedades sdo associados
a presenca de polifendis, os quais provem o seu efeito antioxidante (MEDEIROS et
al., 2007; ABDOU et al., 2015).

Neste contexto, este estudo investigou os possiveis efeitos neuroprotetores
da Schinus terebinthifolius Raddi na atividade comportamental e no estresse

oxidativo no modelo animal da doenca de Parkinson induzida por rotenona em ratos.



17

OBJETIVOS



18

2. OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Investigar o possivel efeito neuroprotetor de Schinus terebinthifolius Raddi no
modelo experimental da Doenca de Parkinson induzido pela rotenona.

2.2  Objetivos especificos

Analizar os principais marcadores fitoquimicos da amostra da casca de
Schinus terebinthifolius Raddi por meio de analise cromatografica liquida (HPLC);

Descrever o efeito neuroprotetor de Schinus terebinthifolius Raddi nos
parametros comportamentais no campo aberto no modelo experimental da doenca

de Parkinson;

Investigar o efeito neuroprotetor de Schinus terebinthifolius Raddi nos
parametros comportamentais no teste do rotadod no modelo experimental da

rotenona;

Explorar o efeito neuroprotetor de Schinus terebinthifolius Raddi no teste do

labirinto em cruz elevado no modelo experimental da rotenona em ratos.

Demonstrar a atividade antioxidante “in vitro” de Schinus terebinthifolius Raddi

pelo método de captura de radicais 2.2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH);

Examinar a atividade antioxidante “in vivo” de Schinus terebinthifolius Raddi
pelo método da peroxidacao lipidica (malonaldeido);
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Epidemiologia

A doenca de Parkinson (DP) é reconhecida como a neurodegeneracdo mais
comum mais comum despois da doenca de Alzheimer (DORSEY et al., 2007). A
idade € um grande fator de risco, sendo que a prevaléncia e incidéncia aumentam
exponencialmente, sendo o pico acima dos 80 anos (PRINGSHEIM et al., 2014). A
grande maioria destes casos (90 a 95%) sdo esporadicos, sem ligacdo genética,
enquanto 5-10% dos pacientes possuem a forma hereditéria da patologia (LESAGE
e BRICE, 2009).

A DP possui duas caracteristicas neuropatologicas principais: a degeneracao
dos neurbnios dopaminérgicos da substancia negra parte compacta (SNc), que se
projetam para o estriado, e a formagdo dos corpos de Lewy nos neurfnios
dopaminérgicos sobreviventes (MEISSNER et al., 2011). Os corpos de Lewy séo
inclusGes citoplasmaticas, que consistem de agregados proteicos; a principal
proteina € a a-sinucleina, uma proteina pré-sinaptica cuja exata funcao permanece
desconhecida (SHULMAN et al., 2011).

As manifestacdes clinicas da DP surgem quando pelo menos 70 a 80% das
células dopaminérgicas do estriado e 50% da substancia negra sao acometidas
(BLESA et al., 2012). As caracteristicas motoras da DP relacionam-se com tremor
em repouso; bradicinesia (lentiddo na execugdo de movimentos), rigidez (hipertonia
plastica, acometendo a musculatura flexora, determinando alteracfes tipicas de
postura) e distarbio de equilibrio (decorrente da perda de reflexos de readaptacdo
postural). O tremor caracteristico da doenca de Parkinson é um tremor distal de
repouso de 3 a 6 Hz, tomando a forma de um movimento conhecido como o de
“enrolar cigarro”, entre o polegar e o indicador e € mais evidente quando a mao esta
em repouso durante situacdes de estresse (CONNOLLY e LANG, 2014). H4 ainda
outros sintomas, como micrografia, reducdo da mimica facial, marcha arrastada com
passos curtos, distlrbios do sono, deficiéncias da fala. Dificuldades de mastigacao e
degluticdo também estdo presentes (CONNOLLY e LANG, 2014); além das
alteracbes motoras, o declinio cognitivo e sintomas psiquiatricos (como a

depresséo), também estdo presentes.
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Atualmente os tratamentos farmacologicos e nao-farmacolégicos para a
doenca de Parkinson tém sido capazes de aliviar apenas os sintomas (JANKOVIC,
2008). Desde a introducdo no inicio dos anos 1960, a L-dopa (L-3,4-
dihidroxifenilalanina) tem sido o principal farmaco no tratamento da doenca de
Parkinson (BUCK e FERGER, 2010). Entretanto, a efetividade da terapia com a L-
dopa reduz com o uso continuo associado ao progresso prolongado da patologia por
varios anos (CEREDA et al.,, 2010). Além disso, o tratamento prolongado com
agonistas dopaminérgicos ou L-dopa resulta em efeitos motores severos (discinesia,
flutuacdo motora) e efeitos ndo-motores (desordens de impulso, sindrome de
disregulacdo dopaminérgica, deméncia dopaminérgica, desordens do sono)
(MEISSNER et al., 2011).

3.2 Fisiopatologia da Doenca de Parkinson

A neuropatologia da doenca de Parkinson caracteriza-se pela perda
progressiva dos neurdnios pigmentados da substancia negra parte compacta (SNc)
evidenciada macroscopicamente por uma despigmentacdo da porcédo ventrolateral
desta estrutura (figura 1), em associacao a vasta ocorréncia de lesdes eosinofilicas
conhecidas como corpusculos de Lewy no interior do Sistema Nervoso Central e
Sistema Nervoso Autdbnomo (LONG-SMITH et al., 2009).

Figura 1. Seccdes transversais de mesencéfalos de individuos controle (a esquerda)
e de um paciente portador da doenca de Parkinson (a direita). A regido pigmentada
da substéncia negra parte compacta pode ser claramente vista no mesencéfalo
ventral controle, contrastando com a significante despigmentacdo presente na
doenca de Parkinson.

Retirado de: ORR et al. (2002).
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No interior do cérebro existem trés grupos de neurbnios dopaminérgicos: o
grupo A8, presente na formacéo reticular lateral; o grupo A9, presente na substancia
negra parte compacta e o grupo Al0, presente no tegmento médio e dorsal. Os
neurénios do grupo A9 enviam projecdes para o putamen e o nucleo caudado a fim
de influenciar na via dos ganglios basais (POLLACK, 2001). A primeira perda de
células dopaminérgicas ocorre seletivamente no interior da regido A9, devastando a
substancia negra parte compacta e afetando também as regides circunvizinhas
como a parte reticulada e as células dos grupos A8 e A10 (HALLIDAY et al., 1996;
McRITCHIE et al., 1997) (Figura 2).

Figura 2. Despigmentacdo da porgcdo ventrolateral da substéancia negra parte
compacta. A) em individuos controle ha uma alta densidade de neurbnios
pigmentados na secc¢ao transversal do mesencéfalo ventral. O grupo de células A9 é
encontrado na substancia negra parte compacta e contém duas camadas de
neurbnios pigmentados. Entre a area A9 e o nucleo rubro (R) encontra-se o grupo
menos pigmentado da éarea A10, enquanto a éarea A8 localiza-se dorsal e
lateralmente ao ndcleo rubro (R) e a substancia negra parte compacta. B) na doenca
de Parkinson, ha uma significativa perda dos neurdnios da area A9 e particularmente
sua camada ventral.

e

A outra caracteristica histopatoldgica da doenca de Parkinson, os corpusculos
de Lewy, sdo formados por uma forma agregada anormal de proteina a-sinucleina
(BRAAK et al., 2003). Ainda nao esta elucidado porque esta proteina hidrofilica

deixa seu sitio de ligacdo no interior dos botbes sinapticos e, associada a outros
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componentes como neurofilamentos fosforilados e ubiquitina, transforma- se
gradualmente em corpusculos de Lewy insoltveis (KHATRI e JUVEKAR, 2016). O
aparecimento dos corpusculos de Lewy na doenca de Parkinson, bem como em
outras doengas neurodegenerativas, parece ocorrer anteriormente ao

desenvolvimento dos sintomas motores (BRAAK et al., 2003).

3.3 Etiologia da Doenca de Parkinson

Embora a doenca de Parkinson tenha sido descrita pela primeira vez por
James Parkinson em 1817, a sua etiologia ainda permanece desconhecida. Muitos
aspectos tém contribuido para a o desenvolvimento da doenca de Parkinson, como
demografia, exposicdo ambiental, estilo de vida, consumo de drogas e dieta (TAN,
2013). DUTTA e MOHANAKUMAR (2015) também propuseram varios fatores para o
desenvolvimento da doenca de Parkinson, incluindo as alteragBes genéticas, a
neuroinflamacéo, a exposicdo ambiental, a disfungdo mitocondrial e o estresse

oxidativo.

3.3.1AlteracBes genéticas

Formas hereditarias da doenca de Parkinson sdo caracterizadas tanto de
forma autossdmica dominante ou recessiva. O primeiro grupo estd associado a
mutacdes em trés diferentes genes: SNCA (PARK1), LRRK2 (PARKS8) e VPS35
(PARK17) (CIERI et al., 2016). A alteragdo no gene da SNCA foi a primeira a ser
descoberta (POLYMEROPOULOS et al., 1997) e o primeiro gene associado a
doenca de Parkinson. Suas mutacGes sao raras e levam ao declinio cognitivo,
disfuncdo autonémica e deméncia. Este gene codifica a-sin, o qual associado com
ubiquitina, torna-se o principal componente dos corpos de Lewy (CIERI et al., 2016).

Mutacdes no gene LRRK2 sdo as causas genéticas mais comuns da doenga
de Parkinson e estdo associadas com a perda de neurbnios dopaminérgicos e a
formacéo de corpos de Lewy no cérebro (MORTIBOYS et al., 2010; MANZONI et al.,
2013). O ultimo gene com mutacdo dominante € o VPS35, cujas alteracbes sao
raras e associadas a discinesia, distonia e deméncia (CIERI et al., 2016).

Mutagbes em outros 6 genes (PINK1, parkina, DK-1, PLA2G6, FBXO7 e
ATP13A2) sao recessivos e associados a doenca de Parkinson juvenil. PINK1
(PARKG6) é caracterizada por uma baixa progressdo, parkinsonismo responsivo a
levodopa, ansiedade e depressao (NARENDRA et al., 2010).
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Mutagbes no gene da PARK2 sao a principal causa de parkinsonismo
recessivo e sdo associados a doenca de Parkinson idiopéatica de inicio precoce e
resposta resistente a levodopa (CIERI et al., 2016).

3.3.2A Neuroinflamagéo

A neuroinflamacao é caracterizada por um aumento significativo nos niveis de
componentes do sistema imune, incluindo sistema complemento e citocinas, como
interleucina-1, interleucina-2, interleucina-6 e TNF-a na substancia negra e fluido
cerebroespinhal de pacientes com doenca de Parkinson (BENKLER et al., 2012).

Estudos experimentais e post-mortem sugeriram que a inflamacdo esta
presente tanto em lesdes agudas do Sistema Nervoso Central quanto em doencas
neurodegenerativas (MARCHETTI e ABBRACCHIO, 2005). A astroglia e microglia
cerebrais representam a maioria das células envolvidas na neuroinflamacéo e morte
neuronal. As células da glia correspondem a um completo e eficiente sistema imune
inato (HAUWEL et al., 2005) e assim, sob condicfes patoldgicas, a desregulacédo ou
ativacao glial excessiva poderia resultar na morte neuronal.

Os astrdcitos promovem atividades essenciais que protegem o tecido e sua
funcéo, além de promover o reparo neuronal, na producdo de substratos energéticos
e neurotrofinas. Esta populacdo de células € capaz de reduzir a liberacdo do
glutamato e radicais livres, restabelecer a barreira hematoencefalica e promover a
neurovascularizacdo e neurogénese (LIBERTO et al., 2004). Entretanto, a reacéo
astrocita excessiva resulta na faléncia da reparacdo da barreira hematoencefalica,
infiltracdo leucocitaria, desmielizacdo severa e morte de células oligodendrdcitas
(FAULKNER et al., 2004). Similarmente, apés ativacdo, a micréglia foi capaz de
produzir metabdlitos que provocam a morte neuronal e impediram a neurogénese
hipocampal em humanos (MONJE et al., 2003). Mais ainda, evidéncias
demonstraram que a deterioracdo ou disfuncdo da micrdglia devido ao avanco da
idade, poderia contribuir para a neurodegeneracao presente na doenca de Parkinson
(STREIT, 2005).

3.3.3 Estresse Oxidativo
Intracelularmente, a dopamina é degradada tanto pela enzima monoamino
oxidase A (MAO-A) (GOTZ et al., 1994) quanto por auto-oxidacdo. O metabolismo
da dopamina pela MAO-A leva a formacédo do acido dihidroxifenilacético (DOPAC) e
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peréxido de hidrogénio (H202) sob consumo de Oz e H20 (GESI et al., 2001). A auto-
oxidagéo intracelular da dopamina produz H20> e dopamina-quinona (SULZER e
ZECCA, 2000), a qual participa de reacdes nucleofilicas associadas a grupos
sulfidrila (STOKES et al., 1999), levando a reducdo dos niveis de glutationa
peroxidase (GSH), a principal enzima utilizada para contrabalancar o estresse
oxidativo. Assim, a dopamina-quinona tem inibido a funcdo do transportador de
dopamina nos sinaptossomas (BERMAN e HASTINGS, 1997), inibindo a enzima
tirosina-hidroxilase (TH) celular, resultando em uma sintese incompleta de ATP
(BERMAN e HASTINGS, 1999). A proporcdo entre a glutationa reduzida e a
glutationa oxidada (GSH/GSSG) é reduzida durante a degeneracgdo, propiciando,
entdo, a formacao de mais radicais livres (SOFIC et al., 1992; SIAN et al., 1994). O
prejuizo na remocédo dos radicais livres dependente do GSH pode ser devido ao
aumento do tumover que poderia, por ele mesmo, aumentar a producdo basal de
H20. e entdo depletar os estoques de GSH (RIEDERER et al., 1989). Esta deplecao
de GSH tem sido relacionada a toxicidade da dopamina e H20. em cultura (SHANG
et al., 2003).

Estudos post-mortem demonstraram consistentemente que o0 estresse
oxidativo € um sinal histopatolégico ndo apenas em neurbnios saudaveis, mas
também em patologias humanas do sistema nigral. Modificagcbes carboxilicas,
indicativas da peroxidacao protéica, estavam aumentadas duas vezes na substancia
negra de pacientes parkinsonianos em comparag¢ao a individuos normais (FLOOR e
WETZEL, 1998). Em adicéo, niveis de 4-hidroxi-2,3-nonenal (HNE), um aldeido
produzido durante a peroxidacdo lipidica, e 8-hidroxiguanosina, um produto da
oxidagdo nucleosidica, estavam aumentados aproximadamente 6 e 16 vezes,
respectivamente, na substancia negra de pacientes portadores da doenca de
Parkinson em relacdo a individuos controle (ZHANG et al., 1999). O HNE tem
demonstrado modificar proteinas (CAMADOLA et al., 2000), bloquear a respiracao
mitocondrial (PICKLO et al., 1999) e induzir a apoptose dependente de caspases
(LIU et al., 2000).

A associacao entre a presenca de radicais livres e a patogénese de diversas
doencas, bem como a protecdo conferida por certas substancias antioxidantes, tem
despertado o interesse da comunidade cientifica (GUTTERIDGE e HALLIWELL,
2000).
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O termo radical livre é frequentemente usado para designar qualquer atomo
ou molécula com existéncia independente, contendo um ou mais elétrons
desemparelhados na sua orbita externa. Isto determina uma atragdo para um campo
magnético, o que pode torna-lo altamente reativo, capaz de reagir com qualquer
composto situado proximo a sua orbita externa, passando a ter uma funcéo oxidante
ou redutora. Os radicais livres sao formados em um cenério de reacdes de oxido
reducdo, isto é, ou cedem o elétron, oxidando-se, ou recebem outro, reduzindo-se.
Portanto os radicais livres ou provocam ou resultam dessas reacfes de Oxido-
reducédo (GUTTERIDGE e HALLIWELL, 2000).

A oxidagdo é parte fundamental da vida aerébica e do nosso metabolismo,
assim radicais livres sdo formados fisiologicamente pelo organismo, como resultado
do processo de respiracao celular que ocorre nas mitocéndrias das células, a fim de
gerar ATP. Os radicais livres produzidos pelos macrofagos e neutréfilos sdo
empregados contra bactérias e fungos invasores do organismo, produzindo acéo
lesiva a estes microorganismos. Estes também podem ser formados pela exposicdo
do organismo a fatores exdgenos, como ozobnio, radiagcbes gama e ultravioleta,
tabaco, substancias téxicas presentes em alimentos e bebidas (aditivos quimicos,
hormdnios, aflotoxinas, etc), alto consumo de gorduras saturadas (frituras, embutido,
etc) e de certos medicamentos. Por outro lado, o excesso de radicais livres leva a
importantes alteragbes a nivel molecular que estdo associados a danos as
macromoléculas bioldgicas como lipideos, proteinas e DNA, gerando alteracdes
teciduais que estdo implicadas em indmeros processos patolégicos, como por
exemplo: cancer, aterosclerose, doencas neurodegenerativas, diabetes, cirrose,
artrite reumatoide, etc (GUTTERIDGE e HALLIWELL, 2000). Em sua maioria, 0s
radicais livres derivam do oxigénio e denominam-se “Espécies reativas de oxigénio”
(EROs). Estas também podem se referir as espécies que nao sdo radicais livres, e
sim algumas moléculas derivadas de oxigénio capazes de gerar radical livre, como
peroxido de hidrogénio (H20).

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo dos radicais livres,
porém a membrana é um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidacao lipidica.
Isso ocorre devido ao fato dos acidos graxos poliinsaturados serem, devido as suas
multiplas duplas ligacdes, excelentes alvos para o ataque das EROs (SIES, 1993).
Tal processo pode gerar uma série de reacdes deletérias que acarretam alteracdes
na sua estrutura e permeabilidade. Consequentemente, ha perda da seletividade na
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troca idnica e liberacdo do conteudo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos
lisossomos, e formacdo de produtos citotoxicos (como malonaldeido e dienos
conjugados) culminado com a morte celular. A lipoperoxidacdo também pode estar
associada aos mecanismos de envelhecimento, cancer e a exacerbacdo da
toxicidade de xenobidticos (GUTTERIDGE e HALLIWELL, 2000).

Inmeras patologias como diabetes, hiperlipidemia, doencas hepéaticas,
cardiovasculares e neurodegenerativas mostram niveis aumentados de produtos de
lipoperoxidacdo no plasma, como por exemplo, hidroperéxidos, dienos conjugados,
aldeidos entre outros (GUTTERIDGE e HALLIWELL, 2000).

Embora mdltiplos fatores possam precipitar o estresse oxidativo nas células, o
neurotransmissor excitatorio glutamato € o maior indutor deste processo no Sistema
Nervoso Central (SNC). O glutamato € um neurotransmissor excitatorio essencial
gue ativa diferentes receptores, entre os quais o receptor NMDA (N-metil-D-
aspartato), que é um receptor ionotropico e cuja estimulacdo provoca a abertura do
canal de célcio e aumentos do célcio intracelular. Em situagdes em que ha aumento
excessivo deste ion devido a estimulacdo do receptor NMDA, pode ocorrer um
aumento na formacdo de EROs e o0 processo conhecido por excitotoxicidade
(GILGUN-SHERKI et al., 2001).

Para prevenir os danos causados pelas EROs o0s organismos Vivos
desenvolveram sistemas de defesa antioxidante, que incluem antioxidantes
enzimaticos e ndao-enzimaticos atuando conjuntamente na protecdo celular
(CHAUDIERE e FERRARI-ILIOU, 1999; SZYMONIK-LESIUK et al., 2003). E
considerado um agente antioxidante qualquer substancia capaz de prevenir 0s
efeitos deletérios dos processos ou reacdes que levam a oxidacdo de
macromoléculas ou estruturas celulares. Pode se incluir como defesas antioxidantes
0S agentes que cataliticamente removem radicais livres e outras espécies reativas,
as proteinas que diminuem a disponibilidades de agentes prooxidantes, como 0s
ions metélicos e ainda agentes sequestrantes de EROs e ERN (GUTTERIDGE e
HALLIWELL, 2000).

Os sistemas antioxidantes sao classificados em enziméaticos e néo
enzimaticos. Os antioxidantes enzimaticos sdo formados por varias enzimas entre as
quais se pode destacar: superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx). Os antioxidantes ndo-enzimaticos incluem compostos sintetizados

pelo organismo como a glutationa, a bilirrubina, a ceruloplasmina, a melatonina, o
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acido urico, ou aqueles ingeridos através da dieta regular como acido ascoérbico, o
alfa-tocoferol, o selénio, o cobre, o0 zinco, o betacaroteno e as substancias fenodlicas
(SANDERS e GREENAMYRE, 2013).

Uma substéancia fendlica ou polifendlica é aquela que possui um ou mais
ndcleos aromaticos contendo substituintes hidroxilados e/ou seus derivados
funcionais, substituindo ao menos um hidrogénio (SANDERS e GREENAMYRE,
2013). Os compostos fendlicos podem atuar nas plantas como antioxidantes,
antimicrobianos, antifingicos, fotoreceptores, atraentes visuais e repelentes de
predadores. Contudo, ha atualmente grande interesse sobre sua atividade
antioxidante, devido a sua habilidade de sequestrar e de reduzir a formagcao de
EROs (RENDEIRO et al., 2015).

Entre os polifenéis estudados, destacam-se os flavondides, existentes
naturalmente em uma variedade de alimentos de origem vegetal como frutas,
sementes, folhas e flores, fazendo parte integrante da dieta humana. Flavondide é o
nome genérico de um grupo de moléculas formadas pelo metabolismo secundario
dos vegetais, que se originam mediante uma via biossintética mista. Varios sdo os
mecanismos propostos para acdo antioxidante dos flavonodides a considerar as
diferentes formas estruturais que existem e que podem ser determinadas por alguns
fatores como: reatividade como agente doador de hidrogénio e elétrons, estabilidade
do radical flavonoil formado, reatividade frente a outros antioxidantes, capacidade de
guelar metais de transicdo e a ainda sua solubilidade e interacdo com as
membranas (DUTTA e MOHANAKUMAR, 2015; MATIAS et al., 2016).

O aumento previsto na incidéncia de deméncia na populacdo destaca a
necessidade urgente de uma compreensdo mais abrangente de como diferentes
aspectos do estilo de vida, em especial de exercicios e dieta, pode afetar a funcdo
neural e consequente desempenho cognitivo ao longo da vida. A este respeito,
flavonodides, encontrados numa variedade de frutas, vegetais e bebidas derivadas,
foram identificados como um grupo de compostos bioativos promissores capazes de
influenciar diferentes aspectos da funcao do cérebro, incluindo o fluxo sanguineo
cerebral e da plasticidade sinaptica, ambos resultando em melhorias na a
aprendizagem e memadria em espécies de mamiferos. No entanto, os mecanismos
precisos pelos quais flavondides exercem essas acfes ainda estdo para ser
totalmente estabelecida, embora os dados se acumulam indicam uma capacidade

de interagir com 0s receptores neuronais e quinase percursos que sao fundamentais
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para a ativacdo neuronal e comunicacdo e fortalecimento sinaptico sinalizacéo.
Alternativamente ou concorrentemente, também ha evidéncias convincentes
derivada de estudos clinicos em humanos, sugerindo que os flavonéides podem
afetar positivamente o fluxo sanguineo periférico e cerebral, que pode ser um
mecanismo eficaz indireto, através da qual flavondéides dietéticas podem ter impacto
sobre a saude do cérebro e cognicdo (DUTTA e MOHANAKUMAR, 2015; MATIAS et
al., 2016). Além disso, a disfuncao sinaptica tem um importante significado na
fisiologia neuronal e consequentemente no funcionamento do Sistema Nervoso
Central. Estas alteracBes ocorrem durante o processo de envelhecimento fisioldgico
e sdo, entre outras causas, relacionadas ao declinio da funcdo cognitiva
(MORRISSON e BAXTER, 2012; SHI et al., 2015).

3.4 Modelo Animal da Rotenona

Véarios modelos experimentais tém sido utilizados para estudar as doencas
neurodegenerativas, 0s quais levaram ao desenvolvimento de varios modelos
animais da doenca de Parkinson, caracterizadas em: 1) modelos induzidos por
toxinas, como a rotenona, MPTP (metil-4fenil-1,2,5,6-tetrahidropiridina) e a 6-
hidroxidopamina; 2) modelos inflamatérios induzidos por lipopolissacarideo (LPS); 3)
modelos farmacolégicos induzidos por reserpina e haloperidol e 4) modelos
genéticos para modificacbes genéticas da a-sinucleina, parkina e outros genes
(NATALE et al., 2010; JOHNSON e BOBROVSKAYA, 2015) os quais produzem
alteracbes comportamentais, bioquimicas e histolégicas semelhantes aos da doenca
de Parkinson em seres humanos. Entretanto, até o momento, nenhum modelo
animal é capaz de mimetizar todos os aspectos presentes na patologia. O modelo
animal da doenca de Parkinson deveria replicar a degeneracdo dos neurbnios
dopaminérgicos na substancia negra, a formacao das inclusdes citoplasmaticas dos
corpos de Lewy nos neurbnios sobreviventes e as alteracdes comportamentais
motoras, sintomas que respondem ao tratamento com dopamina (JOHNSON e
BOBROVSKAYA, 2015).

A rotenona foi utilizada primeiramente nos anos 80, apds a descoberta do
MPTP, a toxina usada para induzir um dos mais completos modelos da doenca de
Parkinson, que € um inibidor do complexo | da cadeia mitocondrial (HEIKKILA et al.,
1985), e sua exposi¢cdo tém sido extremamente associadas ao aumento do risco de



30

desenvolvimento da doenga de Parkinson (TANNER et al.,, 2011; MARTINEZ e
GREENAMYRE, 2012).

A rotenona (Derris spp.), (Fabaceae), conhecida também como timbé (figura
3), um potente membro dos rotendides, pertencente a familia dos isoflavonoides
obtidos de plantas leguminosas tropicais, € comumente usada como pesticida em

plantacdes.

Figura 3. Estrutura quimica da rotenona e planta Derris spp.

©Horace Tan

E extremamente lipofiico e prontamente acessa todas as organelas
(TALPADE et al., 2000) e facilmente atravessa a barreira hematoencefalica, sendo
ainda independente de transportadores para entrar nas células (MARTINEZ e
GREENAMYRE, 2012). Sua natureza lipofilica permite administracdes sistémicas,
necessitando de menos técnicas invasivas como por exemplo as injecdes
estereotaxicas. E um inibidor da enzima NADH desidrogenase, que faz parte do
Complexo | da cadeia de transporte de elétrons e desta forma prejudica a respiracéo
celular.

Assim, contribui para o aumento na habilidade deste pesticida produzir
aumento nas EROs e, como a superoxido dismutase, consequentemente, gerarando
estresse oxidativo por acumulo de elétrons, que reagem e formam radicais
hidroxilados, altamente toxicos, com subsequente aumento na peroxidacao lipidica,
danos no DNA e desorganizagdo do citoesqueleto celular (MARTINEZ e
GREENAMYRE, 2012). Na presenca deste inseticida, os elétrons provenientes do
NADH ndo podem entrar na cadeia de transporte de elétrons, o que resulta na
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incapacidade de produzir ATP a partir da oxidagdo do NADH. O acumulo de radicais
também produz inflamacéo, reacdo da micrdglia e finalmente apoptose. Devido ao
dano mitocondrial ocorre entrada excessiva de célcio e escape de citocromo-C
mitocondrial, que acabam levando a uma cascata provocando mais apoptose.

A intoxicacdo aguda com este pesticida leva a deplecdo de dopamina,
enquanto a exposicdo crbnica leva também a deplecdo de outros
neurotransmissores, como serotonina e noradrenalina (SANTIAGO et al., 2010).
Além disso, animais intoxicados por rotenona desenvolveram posturas anormais e
também alteracdes na coordenacdo motora (DAUER e PRZEDBORSKI, 2003).
Assim, a administracdo dessa substancia produz alteracbes anatbmicas,
neuroquimicas, neuropatolégicas e comportamentais semelhantes aquelas
observadas na doenca de Parkinson, decorrente da producdo de apoptose por
inibicdo do complexo | mitocondrial e aumento das EROs (BETARBET et al., 2000;
ALAM e SCHMIDT, 2002).

BETARBET et al. (2000) demonstraram pela primeira vez os prejuizos que o
modelo animal da rotenona provocava nas terminagdes nervosas dos neurbnios
dopaminérgicos no estriado e na substancia negra. Além disso, neurbnios
noradrenérgicos sdo perdidos no locus coeruleus enquanto neurbnios
dopaminérgicos da tegmental ventral sdo relativamente poupados, como na
apresentacdo clinica (DUTY e JENNER, 2011), sendo assim a degeneracgdo
induzida pelo modelo da rotenona reproduziu a degeneracao clinica na doenca de
Parkinson (CHENG et al., 2010).

Uma principal vantagem do modelo animal da rotenona é a habilidade de
induzir a formacdo de inclusdes -citoplasmaticas a-sinucleinas positivas nos
neurbnios nigrais, replicando o sinal neuropatolégico dos corpos de Lewy
observados na doenca de Parkinson (JOHNSON e BOBROVSKAYA, 2015). As
principais limitac6es sé@o a reprodutibilidade do nimero de animais que desenvolvem
as lesbes dopaminérgicas nigroestriatais, o local da lesdo, a magnitude da lesdo
associados a taxa de mortalidade (JOHNSON e BOBROVSKAYA, 2015).

A rotenona € comumente administrada a roedores via minibombas osméticas
tanto intravenosamente como subcutaneosamente, embora a administracdo
intraperitoneal e a injecado estereotaxica tém se tornado de maior interesse por se
tentar trazer ao modelo os principais sinais neuropatolégicos da doenca (XIONG et
al., 2012). A administracdo sistémica tem induzido a crbénica degeneragdo da via
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nigroestriatal em ratos, sendo reportado 28-45% de perda dos neurdnios TH-
positivos nigrais (HOGLINGER et al., 2005; TAPIAS et al., 2014); 40-70% de perda
dos neurénios TH-positivos estriatais (HOGLINGER et al., 2005) e perda de 20-55%
dos niveis de dopamina estriatais (TAPIAS et al., 2014). Entretanto, a administracao
sistémica pode ocasionar uma toxicidade sistémica, podendo levar até 30% de
morte dos animais (JOHNSON e BOBROVSKAYA, 2015).

3.5 Schinus terebinthifoius Raddi

Existem vérios farmacos que podem ser usadas para o tratamento das
doencas neurodegenerativas. No caso da DP, 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. Entretanto, até o
momento nao foi encontrada uma terapéutica definitiva que cure ou impeca, de
forma efetiva, a progressdo das doencas neurodegenerativas. Assim, as drogas
utilizadas no tratamento sédo apenas sintomaticas, uma vez que nenhuma delas faz
desaparecer a degeneracédo neuronal. Portanto, as pesquisas desenvolvidas nesta
area sdo de extrema importancia, pois permitirdo o conhecimento mais detalhado da
fisiopatologia destas doencas, levando ao desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas de neuroprotecdo, em busca da cura e prevencao.

A Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae) (figura 4) é uma planta
nativa da América do Sul, ocorrendo no Brasil do estado da Bahia até o Rio Grande
do Sul (CORREA, 1974), sendo popularmente conhecida como aroeira (PIRES et
al., 2004). Sob o ponto de vista quimico, a presenca de varios constituintes foi
estabelecida como: terpenos (CAMPELLO e MARSAIOLI, 1975; LLOYD et al.,
1977), fenois (STAHL et al., 1983; CERUKS et al., 2007), taninos (HAYASHI et al.,
1989) e flavonoides (KASSEM et al., 2004; DEGASPARI et al., 2005). Além disso, foi
observada a presenca de antraquinonas, xantonas e esteroéides livres (LIMA et al.,
2006).
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Figura 4. Schinus terebinthifolius Raddi
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A espécie Schinus terebinthifolius Raddi, € um membro da familia
Anacardiaceae, nativa da Ameérica do Sul, ocorrendo no Brasil nos estados de Minas
Gerais e Bahia até o Rio Grande do Sul, em varias formacdes vegetais. Apresenta
varias sinonimias botéanicas: S. acutifolia Engl., S. glazioviana Engl., S. pohliana
Engl., S. raddiana Engl., S. aroeira Vell. e S. mucronulatus M. (CORREA, 1978).

Popularmente é conhecida no Brasil por aroeira, aroeira vermelha, aroeira
mansa, pimenta-do-reino do Brasil, cabui, fruto de sabia; “pink peper”, “pink berries”,
nos Estados Unidos; “pfeffer” e “rosa beeren”, na Alemanha; “baies roses de
bourbon” na Franca e “aguard-mi-yba”, no Paraguai (PIERIBATTESTI et al., 1981,
PIRES et al., 2004).

A aroeira € uma planta perenifélia, heliéfita e pioneira, comum em beira de
rios, corregos e em varzeas umidas de formacdes secundarias; entretanto, cresce
também em terrenos secos e pobres. Sua altura varia de 5-10 m, dotada de copa
arredondada, seu tronco é tortuoso, de 30-60 cm de diametro, com casca grossa e
fissurada. Apresenta folhas compostas imparipinadas, foliolos subcoriaceos, glabros,
em numero de 3-10 pares, de 1-5 cm de comprimento por 1-3 cm de largura .

O emprego de diferentes partes da aroeira tem sido relatado na medicina
tradicional de varios paises. A espécie ja foi relativamente bem pesquisada,
apresentando um bom numero de trabalhos relacionados a identificacdo das
substancias presentes na planta, bem como relacionados a comprovacao de suas

atividades terapéuticas.
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Estudos fitoquimicos identificaram a presenca de fendis, flavondides,
esterdides, triterpenos, antraguinonas e saponinas na espécie (LIMA et al., 2006).
Atividades antiinflamatéria, antimicrobiana (MARTINEZ et al., 1996; SCHMOURLO
et al., 2005; LIMA et al., 2006) e antioxidante (VELASQUEZ et al., 2003) tém sido
demonstradas em diferentes modelos farmacolégicos.

Na analise obtida a partir do extrato metandlico das cascas do caule da
Schinus terebinthifolius foi encontrada uma predominancia de compostos
polifendlicos e terpendides. Dentre os polifendis, confirma-se a existéncia de forte
concentracdo de taninos catéquicos, sendo atribuida a estes, boa parte da
bioatividade dessa planta (ARAUJO, 2002).

Em pesquisa desenvolvida por JAIN et al. (1995) foi verificado que os
tritrepenos, acido masticadiendico e o acido masticadiendlico (schinol), presentes
nos frutos da aroeira, apresentam atividade antiinflamatéria por serem inibidores
competitivos especificos da fosfolipase Ao.

O extrato hidroalcodlico obtido das folhas da aroeira apresentou significativa
atividade antimicrobiana frente as bactérias Gram positivas (Staphylococcus aureus)
e Gram negativas (Escherichia coli e Pseudemonas aeruginosa), além de uma acao
antifingica contra a Candida albicans (MARTINEZ et al., 1996).

Em relacdo a avaliacdo toxicolégica, poucas informacdes sdo descritas na
literatura. AMORIM e SANTOS (2003) constataram que o gel vaginal produzido com
aroeira demonstrou ser seguro e eficaz no tratamento da vaginose bacteriana,
promovendo 84% de cura nas pacientes tratadas.

Em uma andlise preliminar da toxicidade aguda e da dose letal mediana
(DLso) dos frutos da aroeira em camundongos, foi determinada uma DLso acima de
5,0 g/kg na administracao por via oral. Ja pela via intraperitonial o valor obtido foi de
3,5 g/kg (PIRES et al., 2004). Em estudo realizado por ARAUJO (2002) avaliando a
toxicidade aguda do extrato metanélico bruto obtido das cascas da aroeira em ratos,
nao foi revelado qualquer sinal de toxicidade ou morte relacionada ao tratamento.

Muitas das propriedades ou efeitos curativos atribuidos pela medicina popular
a aroeira estdo associados a presenca de polifendis na planta, como apigenina,
acido elagico e naringina (QUEIRES e RODRIGUES, 1998; DEGASPARI et al.,
2004), os quais conferem a planta propriedades antioxidantes.

A espécie Schinus terenbinthifolius Raddi vem sendo comercializada por

varias industrias farmacéuticas. Em Pernambuco, o Laboratério Pernambucano
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(LAPERLI) comercializa o extrato da espécie em associacdo ao extrato de Physalis
angulata, Linné, Cereus peruvianus, Miller e Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan,
sob o nome comercial de Sanativo®, sendo indicado para o tratamento de feridas,
gueimaduras, processos inflamatérios e infecciosos, gastrites e Ulceras

gastroduodenais.

Considerando a composicéao fitoquimica da Schinus terenbinthifolius rica em
compostos com acgdes anti-inflamatdrias e antioxidantes e da importancia dessas
atividades na prevencao/reducdo do desenvolvimento da doenca de Pakinson
pareceu-nos atraente averiguar se o tratamento com essa espécie poderia
proteger/atenuar as manifestagdbes motoras da doenca de Parkinson induzida

experimentalmente pela rotenona em ratos Wistar.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao do extrato hidroalcodlico

O caule seco macerado da casca de Schinus terebinthifolius Raddi foi colhido
da floresta Atlantica localizada no municipio de Cabo de Santo Agostinho,
Pernambuco, entre fevereiro e abril de 2013 (8°20°33” sul e 34°56'59” oeste). Um
exemplar autenticado pelo Departamento de Botanica da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) foi depositado no Herbario Geraldo Mariz sob o nimero 8758.

O acondicionamento do material vegetal em Laborat6rio seguiu duas etapas:
a extracao consistiu de estabilizacdo e secagem, na qual as amostras foram secas a
25°C, em ambiente seco, higienizado e seguido de moagem em um liquidificador
industrial; 500 g do caule de Schinus terebinthifolius Raddi foram adicionadas a 1
litro de etanol 70% em temperatura ambiente, durante 7 dias. No laboratério, o
extrato etandlico bruto foi evaporado sob pressédo reduzida para total eliminacdo do
alcool, seguido de liofilizacao, totalizando aproximando 35 g de residuo seco. Em
seguida, as amostras foram devidamente rotuladas e acondicionadas em sacos
plasticos e armazenadas em ambiente limpo e seco. O extrato liofilizado de Schinus
terebinthifolius Raddi foi mantido em temperatura ambiente até uso e suspensédo em
agua mineral.

A rotenona e demais reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (USA). O
oleo de girassol foi adquirido no comércio em Recife (PE).
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4.2 Anédlise da extracdo de Componentes de Schinus terebinthifolius Raddi
por procedimento de método cromatogréfico

Os principais marcadores fitoquimicos das amostras de cascas de Schinus
terebenthifolius Raddi foram analisados por CLAE-DAD usando um sistema
Shimadzu (LC-20AT) equipado com um detector de fotodiodos (SPD-M20A). A
separacdo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna Gemini RP-18 240 x 4
mm (Phenomenex), protegido por uma pré-coluna com o mesmo material. O
gradiente de eluicdo utilizado foi solvente A (0,5% de &cido acético em agua
destilada, v/v) e solvente B (metanol) com fluxo de 0,8 mL/min no seguinte
programa: 20-40% de B (10 min), 40-60% de B (10 min), B 60% (10 min), B 60:40%
(10 min), e 40-20% de B (10 min). O extrato e padrdes foram dissolvidos em
metanol:agua (20/80, v/v) e filtrados através de uma membrana de 0,45 pum
(Millipore®, EUA) antes da injecéo de 20 pL. Os picos de cada substancia marcadora
no extrato seco foram inicialmente identificados por comparacdo do tempo de
retencdo e espectros de UV a 278nm. Padrbes utilizados: acido elagico, &cido

galico, catequina e epicatequina.

4.3 Animais

Foram utilizados 50 ratos Wistar (Rattus norvegicus), machos, pesando entre
280-350 g entre 3-4 meses de idade, provenientes do biotério do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da UFPE. Os animais foram mantidos em condi¢des
controladas de temperatura (22 + 2° C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12
horas) com livre acesso a racédo (Presence® — Purina) e agua. Dois dias antes dos
experimentos, os animais foram transferidos ao 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
aprovacéo do Comissio de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal de
Pernambuco (processo n°. 23076.050131/2013-82).
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4.4  Grupos experimentais

Os grupos experimentais (n=10/grupo) foram formados por controle, por animais
com doenca de Parkinson induzida e animais com a doenca e tratados com Schinus
terebinthifolius Raddi.

¢ Grupo 1 (controle) — Os animais foram tratados com &agua, veiculo da S.
terebinthifolius, 1 mL/kg via oral, e uma hora depois, com veiculo da rotenona (6leo
de girassol 90%+10%DMSO), 1 mL/kg, subcutanea, durante 7 dias;

¢ Grupo 2 — Os animais foram tratados com agua, 1 mL/kg via oral, e depois de
uma hora, administrados com rotenona, 3 mg/kg, subcutanea, durante 7 dias;

¢ Grupo 3 — Os animais foram tratados com Schinus terebinthifolius Raddi na
dose de 150 mg/kg, via oral e uma hora depois, administrados rotenona 3 mg/kg,
subcutanea, durante 7 dias;

¢ Grupo 4 — Os animais foram tratados com Schinus terebinthifolius Raddi na
dose de 300 mg/kg, via oral e uma hora depois, administrados rotenona 3 mg/kg,
subcutanea, durante 7 dias;

¢ Grupo 5—- Os animais foram tratados com Schinus terebinthifolius Raddi na
dose de 600 mg/kg, via oral e uma hora depois, administrados rotenona 3 mg/kg,

subcutanea, durante 7 dias.

4.5 Consumo durante o tratamento

Foram observados também, durante os 7 dias, o consumo de agua, 0 consumo

de racédo e a massa corporal dos animais.

4.6 Avaliagdes comportamentais

Vinte e quatro horas apds a Ultima administracdo dos tratamentos, 0s animais

foram avaliados nos testes comportamentais.
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4.6.1Teste do Campo Aberto (Open Field)

A atividade motora foi mensurada no teste do campo aberto. O aparelho
usado constitui numa arena circular (100 cm de diametro e 40 cm de altura). O chéo
do aparato é constituido por linhas pretas formando 19 divisées. 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 locomocéao (penetrar em uma unidade com as quatro patas), levantar
(apoio sobre as patas traseiras, com o tronco perpendicular ao chdo 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 levard para deixar o primeiro quadrante no centro
do aparelho). Os tempos de imobilidade e laténcia para o inicio do movimento foram
mensurados com auxilio de crondmetros, e a limpeza da arena apés a saida de
cada animal foi realizada com solugdo de &lcool a 5%. Este procedimento foi similar
aquele descrito por BROADHURST (1957) e BERNARDI e PALERMO-NETO (1979),
figura 5.
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Figura 5. Teste do campo aberto. Os parametros observados foram: A) laténcia para
inicio do movimento (saida da arena central); B) frequéncia de locomocado; C)
frequéncia de levantar e D) tempo de imobilidade.
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4.6.2Teste do “Rotarod”

O teste do “Rotarod” € uma metodologia utilizada para avaliar a coordenacgao
motora do animal, por meio do tempo de permanéncia deste em uma barra giratoria
(DUNHAM e MIYA, 1957). O aparelho denominado Rotarod, é constituido de uma
barra de 7 cm de diametro, subdividida em quatro compartimentos que giram a 25
r.p.m., dispostos a 25 cm de altura. Os animais foram selecionados 24 horas antes
dos experimentos, sendo retirados do experimento aqueles que ndo permanecerem
sobre o aparelho pelo menos dois periodos consecutivos de 60 segundos cada.
Cada animal foi colocado na barra giratoria e o tempo de permanéncia foi registrado.
Utilizou-se como tempo de corte 180 segundos, figura 6.

Figura 6. Teste do Rotarod. Os animais foram selecionados 24 horas antes dos
experimentos, sendo eliminados aqueles que ndo permanecerem sobre o aparelho
pelo menos dois periodos consecutivos de 60 segundos cada. Cada animal foi
colocado na barra giratéria e o tempo de permanéncia foi registrado. Utilizou-se
como tempo de corte 180 segundos.

4.6.3Teste do labirinto em Cruz Elevado (Elevated Plus Maze)

A memoria dos animais foi mensurada no teste do labirinto em cruz elevado
adaptado para a memoéria (KUMAR et al., 2006, KUMAR e KUMAR, 2009). O
aparelho usado foi constituido de quatro bracos de madeira suspensos do chéo e
em forma de cruz (50x10 cm), sendo que dois destes bracos apresentam suas
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laterais circundadas por parede de madeira de 40 cm (fechados) e os outros dois
sdo desprovidos destas paredes (abertos) e uma area central (10x10 cm)
conectando os bracgos. Os animais foram colocados individualmente no braco aberto,
com a face contraria ao aparato, e seu comportamento foi avaliado por 5 minutos.
Durante a observacdo foram avaliados parametros como numero de entradas nos
bracos abertos (nUmero de vezes que o animal adentra a qualquer dos dois bragos
abertos), numero de entradas nos bracos fechados (nimero de vezes que o animal
adentra aos bracos fechados), tempo de permanéncia do animal nos bracos
fechados e tempo de permanéncia nos bracos abertos. O tempo dos parametros foi
controlado por cronémetros, e a limpeza da arena apos a saida de cada animal foi
realizada com solucdo de alcool a 5%, figura 7. Aos ratos foi permitido explorar o
labirinto por 30 segundos, apo6s o que, foi realizado o registro inicial da aquisi¢cdo de
laténcia (transferéncia de laténcia dia 1) e entdo os animais foram recolocados em
suas gaiolas. A retencdo de laténcia foi avaliada novamente no dia seguinte e
chamada de transferéncia de laténcia de repeticdo (PELLOW e FILE, 1986;
KULKARNI e SHARMA, 1992; KUMAR e JUYAL, 2010; KUMAR e DHINGRA, 2012).
A percentagem de retencao de memoria foi calculada a partir formula:

% retencdo: transferéncia de laténcia dia 1 - transferéncia de laténcia de repeticdo

transferéncia de laténcia dia 1

Figura 7. Labirinto em cruz elevado, em que a memdria dos animais foi avaliada por
meio dos parametros: niumero de entradas nos bracos abertos (nUmero de vezes
gue o animal adentra a qualquer dos dois bracos abertos), nUmero de entradas nos
bracos fechados (niumero de vezes que o animal adentra aos bracos fechados),
tempo de permanéncia do animal nos bracos fechados e tempo de permanéncia nos
bracos abertos.

Elevated Plus Maze
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4.7  Andlises Bioquimicas

Apos a avaliacdo comportamental todos os animais foram eutanasiados por
decapitacao, os cérebros removidos e 0s cerebelos descartados. Substancia negra,
estriado e cortex foram dissecados rapidamente sobre placa de gelo, pesados e
homogeneizados, em homogeneizador tipo Potter Elvehjem, com tampé&o PBS (10%
p/v) com adicdo de BHT (0,004% pl/v), para prevenir a auto-oxidacdo da amostra.
Em seguida, os homogenatos foram centrifugados a 10.000 x g por 15 minutos a 4°C
e 0s sobrenadantes congelados em freezer a -20°C para posterior avaliacdo da

peroxidacao lipidica.

4.7.1Avaliagcao da atividade antioxidante “in vitro”

A atividade antioxidante Schinus terebinthifolius foi determinada por meio do
ensaio de captura de radicais DPPH, desenvolvido por BLOIS (1958) e adaptado por
BRAND-WILLIAMS et al. (1995). Esse ensaio tem por base a redugéo do radical
[1,1-difenil-2-pricril-hidrazil (DPPH")], que ao fixar um H" (removido do antioxidante
em estudo), leva a uma diminuicdo da absorbancia, permitindo calcular, apés o
estabelecimento do equilibrio da reacdo, a quantidade de antioxidante necessaria
para reduzir o radical DPPH'. A leitura da absorbéncia foi realizada em
espectrofotdmetro a 515 nm, apds 30 minutos do inicio da reacdo. 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 férmula abaixo:

% protecéo = (Abs.controle — Abs.amostra)/Abs.controle)

Foi calculado o valor da ECsp (concentracdo da amostra necessaria para inibir
50% do radical).
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4.7.2 Avaliacdo da atividade antioxidante “in vivo” - lipoperoxidacao (TBARS)

Os produtos resultantes da peroxidacdo lipidica nestas estruturas foram
mensurados empregando-se as metodologias para deteccao de substancias reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS), cuja técnica foi modificada de BUEGE e AUST
(1978).

Para a determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbittrico, 1mL da
solugdo de TBA foi adicionada a tubos de ensaio contendo 0,5 mL do
homogeneizado. O produto corado foi retirado, sendo realizada sua leitura em
espectrofotbmetro com comprimento de onda de 535 nm. Para realizacdo dos
calculos, foi realiza uma curva padrdo com 1,1,3,3-tetrametoxipropano (1 mM). Os
resultados foram expressos em nMol de equivalentes de MDA/mg de proteina.
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ANALISE ESTATISTICA



47

5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram expressos como média + E.P.M. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa GraphPad Prism® 5.0. A
diferenca entre os grupos foi verificada por meio de andlise de variancia (ANOVA),
seguida, quando necesséario, pelo teste de Newman-Keuls. O nivel de significancia
para rejeicao da hipotese de nulidade foi fixado em 5% (p<0,05).
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6. RESULTADOS

6.1 Analise da Extracdo de Componentes de Schinus terebinthifolius Raddi
por HPLC

A partir da mistura dos padrdes de cromatografia injetados no HPLC,
observamos a comparacdo dos tempos de retencdo e foi possivel confirmar na
amostra de Schinus terebinthifolius a presenca de taninos hidrolisaveis (acidos

galico e acido elagico) e taninos condensados (catequina e epicatequina).
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Figura 8. Cromatograma de Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae)
detectado a 278 nm. Picos: acido galico (Rt = 4,66), catequina (7,51), epicatequina
(10,24) e acido elagico (Rt = 19,05).
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Figura 9. A partir de comparacéo dos tempos de retencédo do extrato com padrdes
previamente injetados no HPLC foi possivel confirmar a amostra de Schinus
terebinthifolius a presenca de taninos hidrolisaveis (acidos gélico e acido elagico) e
taninos condensados (catequina e epicatequina).
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6.2 Consumo dos animais durante os dias de tratamento

Diariamente, antes da administragdo dos tratamentos de cada grupo
especifico, foram verficados por meio do consumo de agua, de racdo e a massa
corporal dos animais. Observou-se que nas figuras 10 a 13 nao houve diferenca

estatistica entre os grupos St e controle.

Figura 10. Efeito da rotenona (3 mg/kg, s.c.) e Schinus terebinthifolius Raddi (St
150, 300 e 600 mg/kg, v.0.) sobre o consumo de agua dos animais. Os dados
representam a média + E.P.M. de 10 animais por grupo. Valor nao significativo para
0 grupo controle e para o grupo rotenona. p = 0,05.
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Figura 11. Efeito da rotenona (3 mg/kg s.c.) e Schinus terebinthifolius Raddi (St 150,
300 e 600 mg/kg, v.0.) sobre o consumo de racdo dos animais. Os dados
representam a média + E.P.M. de 10 animais por grupo. Valor nao significativo para
0 grupo controle e para o grupo rotenona. p = 0,05.
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Figura 12. Efeito da rotenona (3 mg/kg, s.c.) e Schinus terebinthifolius Raddi (St
150, 300 e 600 mg/kg, v.0.) sobre a massa corporal dos animais no dia 1 do
experimento. Os dados representam a média + E.P.M. de 10 animais por grupo.
Valor néo significativo para o grupo controle e para o grupo rotenona. p = 0,05.
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Figura 13. Efeito da rotenona (3 mg/kg, s.c.) e Schinus terebinthifolius Raddi (St
150, 300 e 600 mg/kg, v.0.) sobre a massa corporal dos animais no dia 7 do
experimento. Os dados representam a média + E.P.M. de 10 animais por grupo.
Valor néo significativo para o grupo controle e para o grupo rotenona. p = 0,05.
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6.3 Efeito de Schinus terebinthifolius e rotenona avaliados no teste do

campo aberto.

Neste teste, com relacdo ao parametro locomocao, verificou-se que 0s
animais tratados com rotenona 3mg/kg, apresentaram uma reducao significativa da
atividade geral quando comparados aos animais do grupo controle. Observou-se
também que o pré-tratamento com as doses de St 150, 300 e 600 mg
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significativamente aumentaram, de forma dose-dependente, a atividade locomotora
dos animais que receberam o tratamento com rotenona (Figura 14).

Mais ainda, observou-se uma reducdo na frequéncia de levantar das patas
dos animais tratados com rotenona (3 mg/kg, s.c.) em comparagdao aos ratos do
grupo controle. A pré-administracdo, 1 hora antes da administracao de rotenona, das
doses de St 300 e 600 mg significativamente aumentaram a frequéncia de levantar
dos animais que receberam o tratamento com rotenona (Figura 15).

Com relacédo ao tempo de imobilidade, os animais que receberam rotenona
3mg/kg s.c. apresentaram aumento significativo deste parametro em relagdo ao
grupo controle. Além disso, os animais pré-tratados com Schinus terebinthifolius com
as doses de 300 e 600 mg/kg demonstraram uma reducao da imobilidade no teste
do campo aberto (Figura 16).

Em adicdo, observou-se que os animais do grupo rotenona apresentaram
aumento significativo do tempo para inicio do movimento no parametro de laténcia
(Figura 17) em relacdo ao grupo controle. Entretanto, nos grupos que receberam St
nas doses de 300 e 600 mg/kg, ocorreram reducéo deste parametro.

Figura 14. Efeito de Schinus terebinthifolius (St 150, 300 e 600 mg/kg, via oral) 1
hora antes da administracdo de rotenona (3 mg/kg, s.c.), na frequéncia de
locomogdo no campo aberto apés 7 dias. Dados foram analisados por ANOVA
seguido do teste de Newman-Keuls, como média + E.P.M (n=10/grupo). Valor
significativo para p < 0,001. * diferenca significativa em relagdo ao controle. #
diferenca significativa em relagéo ao grupo rotenona.
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Figura 15. Efeito de Schinus terebinthifolius (St 150, 300 e 600 mg/kg via oral), 1
hora antes da administracdo de rotenona (3mg/kg, s.c.), na frequéncia de levantar
apos 7 dias. Dados foram analisados por ANOVA seguido do teste de Newman-
Keuls, como média + E.P.M. (n=10/grupo). Valor significativo para p < 0,001.*
diferenca significativa em relagéo ao controle. # diferenca significativa em relagéo ao
grupo rotenona.
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Figura 16. Efeito de Schinus terebinthifolius (St 150, 300 e 600 mg/kg, via oral), 1
hora antes da administracéo de rotenona (3 mg/kg, s.c.) no tempo de imobilidade no
campo aberto apés 7 dias. Dados foram analisados por ANOVA seguido do teste de
Newman-Keuls, como média + E.P.M. (n=10/grupo). Valor significativo para p <
0,001. * diferenca significativa em relacdo ao controle. # diferenca significativa em
relagéo ao grupo rotenona.
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Figura 17. Efeito da Schinus terebinthifolius (St 150, 300 e 600mg/kg), 1 hora antes
da administracédo de rotenona (3 mg/kg, s.c.), na laténcia para inicio do movimento
apos 7 dias. Dados foram analisados por ANOVA seguido do teste de Newman-
Keuls, como média + E.P.M. (n=10/grupo). Valor significativo para p < 0,001.*
diferenca significativa em relagéo ao controle. # diferenca significativa em relagéo ao
grupo rotenona.
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6.4 Efeito de Schinus terebinthifolius e rotenona no tempo de permanéncia
avaliados no teste do Rotarod.

Neste teste, observou-se que os animais do grupo rotenona (3 mg/kg, s.c.)
apresentaram reducdo do tempo de permanéncia (S) no aparato quando
comparados ao grupo controle. E os animais que receberam a dose diaria via oral de
Schinus terebinthifolius 300 e 600 mg/kg, 1 hora antes da rotenona, foram capazes
de aumentar significativamente o tempo de permanéncia em relagdo ao grupo

rotenona (Figura 18).
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Figura 18. Efeito da Schinus terebinthifolius (St 150, 300 e 600 mg/kg via oral), 1
hora antes da administracéo de rotenona (3 mg/kg, s.c.), no tempo de permanéncia
(s) no teste do Rotarod ap6s 7 dias. Dados foram analisados por ANOVA seguido do
teste de Newman-Keuls, como média + E.P.M (n=10/grupo). Valor significativo para
p < 0,001. * diferenca significativa em relacdo ao controle. # diferenca significativa
em relacdo ao grupo rotenona.
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6.5 Efeito da Schinus terebinthifolius e rotenona na retencdo de memoria

nos animais avaliados no teste do Labirinto em Cruz elevado.

A inducdo do Parkinson por rotenona (3 mg/kg, s.c.) ocasionou uma intensa
reducdo do percentual de retencdo de memdria apresentada no teste do labirinto em
cruz elevado. Observou-se também que as doses de St 300 e 600 mg/kg
apresentaram aumento significativo no percentual de retencdo de memodria em

relacdo ao grupo administrado com rotenona nesta avaliagdo (Figura 19).

Figura 19. Efeito do pré-tratamento via oral da Schinus terebinthifolius (St 150, 300
e 600 mg/kg) 1 hora antes da administracao de rotenona (3 mg/kg, s.c.) na retencéo
de memoria no teste do labirinto em cruz elevado ap6s 7 dias. Dados foram
analisados por ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls, como média + E.P.M.
(n=10/grupo). Valor significativo para p < 0,001. * diferenga significativa em relagao
ao controle.

# diferenca significativa em relacdo ao grupo rotenona.

< 80-

5. # [ controle

= L El rotenona

‘0 604 #

& - T St 150mg+rotenona
€ 40 D St 300mg+rotenona
o B3 St 600mg+rotenona
o

S 20-

[

9

¢ O-

7 dias



59

ANALISES BIOQUIMICAS



60

7. ANALISES BIOQUIMICAS

7.1 Efeito in vitro da Schinus terebinthifolius sobre a atividade antioxidante
de animais tratados com rotenona (DPPH)

Neste ensaio, foi observado que a Schinus terebinthifolius apresentou
atividade em sequestrar o radical livre DPPH" superior ao antioxidante sintético BHT
(p < 0,05). A concentracdo de Schinus necessaria para inibir 50% do radical foi 8,5
pg/mL, enquanto o padrédo BHT apresentou uma ECso de 73,76 pg/mL (Figura 20).

Figura 20. Atividade antioxidante in vitro do extrato seco de Schinus terebinthifolius
Raddi e do padrao BHT. Valores expressos como média + E.P.M, em triplicata.
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7.2  Efeito in vivo da Schinus terebinthifolius sobre a peroxidacao lipidica de
ratos tratados com rotenona (TBARS)

A inducédo da doenca de Parkinson pela rotenona (3 mg/kg, s.c.) provocou um
aumento bastante significativo da peroxidacdo lipidica na substéncia negra, no
estriado e no cortex. As doses de 150, 300 e 600 mg/kg de Schinus teribinthifolius
provocaram a inibicdo da peroxidagdo nos animais em relacdo ao grupo
administrado com rotenona em todos os tecido, ndo havendo diferenca em relagéo

ao controle.

Figura 21. Efeito de Schinus terebinthifolius (St 150, 300 e 600 mg/kg, via oral), 1
hora antes da administracao de rotenona (3 mg/kg, s.c.), na concentracdo em nMol
de malonaldeido/mg de proteina na substancia negra. Dados foram avaliados por
ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls, como média + E.P.M. (n=10). Valor
significativo para p < 0,001. * diferenca significativa em relagdo ao controle.

# diferenca significativa em relacdo ao grupo rotenona.
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Figura 22. Efeito de Schinus terebinthifolius (St 150, 300 e 600 mg/kg via oral), 1
hora antes da administracdo de rotenona 3mg/kg s.c., na concentracdo em nMol de
equivalentes de malonaldeido por miligramas de proteina no estriado. Dados foram
avaliados por ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls, como média + E.P.M.
(n=10). Valor significativo para p < 0,001.* diferenga significativa em relagédo ao
controle. # diferenca significativa em relagéo ao grupo rotenona.
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Figura 23. Efeito de Schinus terebinthifolius (St 150, 300 e 600 mg/kg via oral), 1
hora antes da administracdo de rotenona 3mg/kg s.c., na concentracdo em nMol de
equivalentes de malonaldeido por miligramas de proteina no cértex. Dados foram
avaliados por ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls, como média + E.P.M.
(n=10). Valor significativo para p < 0,001. * diferenga significativa em relagdo ao
controle. # diferenca significativa em relagéo ao grupo rotenona.
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8. DISCUSSAO

Este estudo demonstrou o efeito neuroprotetor da administracdo de Schinus
terebinthifolius Raddi na doenca de Parkinson utilizando o modelo da administracéo
subcuténea de rotenona (3 mg/kg) durante 7 dias.

As doses da Schinus terebinthifolius Raddi (150, 300 e 600 mg/kg)
preveniram significativamente as alteragbes motores nos testes do campo aberto no
parametro locomocgao, enquanto que apenas as doses de 300 e 600mg/kg foram
capazes de prevenir a toxicidade nos parametros frequéncia de levantar, tempo de
imobilidade e laténcia para iniciar o movimento. Nos testes do rotarod e labirinto em
cruz elevado, somente as doses de 300 e 600mg/kg impediram a alteracdo motora
induzida pela rotenona.

Na avaliacdo bioquimica realizada pela peroxidacéo lipidica por intermédio da
mensuracdo da concentracdo de malonaldeido, todas as doses de Schinus, 150,
300 e 600mg/kg, de forma dose dependente, foram capazes de inibir o estresse
oxidativo induzido pela administracéo sistémica de rotenona, observada no método
in vivo de TBARS. Também foi demonstrado o efeito antioxidante in vitro do extrato
do Schinus terebinthifolius Raddi, medido pelo método do radical DPPH.

A analise da extracdo dos principais componentes observados no método do
HPLC observados no extrato da casca de Schinus terebinthifolius Raddi, detectado a
278 nm, demonstrou os picos obtidos foram de &cido galico (Rt: 4,66), catequina
(7,51), epicatequina, (10,24) e acido elagico (19,05). Foram observados os picos de
cada constituinte em separado no cromatograma e na estrutura quimica dos acidos
galico e &cido elagico (taninos hidrolisaveis) e da catequina e epicatequina (taninos
consensados).

Também de acordo com nossos resultados, ndo houve diferencas
significativas no que se refere ao consumo de agua, ragdo, massa dos ratos no 1°
dia e massa dos ratos no 7° dia ap6s o inicio da inducdo com a neurotoxina
rotenona e tampouco com o pré-tratamento com a Schinus terebinthifolius Raddi.

Neste estudo, o tratamento com a neurotoxina rotenona foi capaz de produzir
um estado de acinesia relacionado aos circuitos neuronais associados a funcao do
ganglio basal. As alteracdes motoras, evidenciadas pela redugcdo nos testes do
campo aberto e no tempo de permanéncia no rotadod, estdo principalmente
atribuidos a degeneracdo dos neurbnios estriatais, uma regido funcionalmente

conectada por projecdes para o cortex motor (DELAVILLE et al., 2014).
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A rotenona é um potente inibidor do complexo | (NADH:
ubiquinooxidaredutase) da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial. Em ratos,
esta toxina causou uma sindrome que replicou tanto aspectos neuropatolégicos
guanto sintomas comportamentais da doenca de Parkinson. A perda de células
dopaminérgicas induzidas por rotenona levou ao desenvolvimento de sintomas
parkinsonianos como bradicenesia, rigidez e instabilidade postural (BETARBET et
al., 2000).

Numerosos testes comportamentais tém sido empregados para visualizar
deficiéncias motoras em modelos animais da doenca de Parkinson. Muitos destes,
como campo aberto, rotarod, catalepsia, teste de atividade locomotora e teste de
iniciacdo motora (JOHNSON e BOBROVSKAYA, 2015). Muitos destes tém
demonstrado significativamente as alteragdes motoras: a rotenona demonstrou
induzir uma demora na iniciagdo do movimento (FLEMING et al., 2004); reducéo da
atividade motora (SHERER et al., 2003); laténcia prolongada no teste de catalepsia
(SHARMA e NEHRU, 2013) e resisténcia reduzida no teste do rotarod (INDEN et al.,
2007). VON WRANGEL et al. (2015) também observaram um periodo reduzido
gasto no teste do rotadod nos animais tratados com injecbes de rotenona,
permanecendo este prejuizo por duas semanas, sugerindo alteracdes
neuroestruturais permanentes e ndo um efeito téxico agudo da rotenona.

A cognicdo também tem sido alterada nos ratos tratados com rotenona, como
a laténcia de transferéncia no teste de aprendizado no elevated plus maze, o qual foi
prolongado quando comparados aos animais do grupo controle (KAUR et al., 2011).
O prejuizo da memoaria também tem sido reportado em ratos tratados com rotenona,
os quais falharam em detectar um objeto novo no teste de reconhecimento de objeto
(DOS SANTOS et al., 2013). Outro estudo similar demonstrou o prejuizo na meméria
espacial em camundongos tratados com rotenona, 5 mg/kg intragastricamente, 5
dias na semana, durante 1 més (JIA et al., 2014).

Nossos dados também demonstraram que, apdés a administracdo de rotenona
3 mg/kg, houve um aumento bastante significativo na concentracdo de malonaldeido
nos tecidos da substancia negra, cértex e estriado (indicador de peroxidacéo lipidica
devido aos radicais livres), sugerindo um aumento do estresse oxidativo central.

Contudo, a administracdo das doses de 150, 300 e 600 mg/kg de Schinus
terebinthifolius foi capaz de inibir a peroxidacdo lipidica induzida pela toxina,
podendo este efeito neuroprotetor ser devido a sua capacidade antioxidante no teste
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do TBARS. Esta bem estabelecido que a captura de radicais livres por antioxidantes
€ devido a sua capacidade de doar hidrogénio (SHINOMOL e MURALIDHARA,
2008). No organismo o estresse oxidativo € combatido por meio de antioxidantes
endogenos e por sequestradores de radicais livres (STACK et al., 2010). Comisso a
administracdo de agentes antioxidantes tem demonstrado melhorar o estresse
oxidativo e retardar a progressédo de doencas neurodegenerativas (ROSENSTOCK
et al., 2004) o que os tornam potenciais alvos para o tratamento de diversas
patologias nas quais os radicais livres estejam envolvidos.

A administracdo de baixas doses de rotenona in vitro e in vivo tem
demonstrado sinalizar muitos dos mecanismos envolvidos na patogénese da doenca
de Parkinson, como a alteracdo da sinalizacdo de calcio, inducdo do estresse
oxidativo e apoptose, reducdo da tirosina hidroxilase, disfuncdo proteossomal,
acumulo de ferro na substancia negra e a formacédo de inclusdes citoplasmaticas
que contem ubiquitina e a-sinucleina (VON WRANGEL et al., 2015).

SHERER et al. (2003) também demonstrou que a exposicdo a baixas doses
de rotenona (2-3 mg/kg/dia) causou alta lesao seletiva dopaminérgica nigroestriatal.
Um elemento comum de todas as toxinas de modelos que induzem a doenca de
Parkinson é a habilidade de produzir um estresse oxidativo e causar morte de
células dopaminérgicas assim como € visto na doenca de Parkinson (BLESA et al.,
2012).

Vérios estudos tém demonstrado que os niveis de MDA estdo aumentados no
cerebelo, estriado e mesencéfalo de animais tratados com rotenona em comparacao
a ratos tratados com veiculo (NEHRU et al.,, 2008; VERMA e NEHRU, 2009;
ZAITONE et al., 2012). BASHKATOVA et al., (2004) também demonstraram haver
um aumento dos niveis de MDA primeiramente no estriado e depois no cértex em
um modelo animal induzido por rotenona. Marcadores de estresse oxidativo séo
tipicamente encontrados em bidpsias cerebrais, células periféricas e fluidos
biolégicos derivados de pacientes com doenca de Parkinson, indicando assim que o
estresse oxidativo € uma chave na patogénese. Malonaldeido (MDA) é um marcador
especifico da peroxidacao lipidica, o qual é largamente um resultado da peroxidacdo
dos acidos graxos poli-insaturados com mais de duas ligagfes duplas (SANDERS e
GREENAMYRE, 2013).

Em nosso estudo, a administracdo de rotenona foi capaz de promover o

aumento dos niveis de MDA na substancia negra, no estriado e no cortex, sugerindo
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um aumento da peroxidacao lipidica e assim, do estresse oxidativo. Desta forma,
houve um aumento dos niveis de MDA cerebrais (um indicador da peroxidacdo
lipidica devido a radicais livres), os quais foram inibidos pela administracdo da casca
do caule de todas as doses da Schinus terebinthifolius, sugerindo sua acéo
antioxidante. Neste sentido, recentemente, COSTA et al., (2015) demonstrou que o
extrato de diferentes tecidos da Schinus terebinthifolius apresentaram atividade
antioxidante pelo método de radical DPPH. ABDOU et al. (2015) investigaram o0s
efeitos curativos e protetores do extrato etandlico da Schinus terebinthifolius (350
mg/kg) contra a hepatoxicidade aguda induzida por CCl4- em ratos e demonstrou
gue a administracdo reestabeleceu significativamente a capacidade antioxidante. O
estresse oxidativo devido ao aumento da geracao de radicais livres ou 0 mecanismo
antioxidante debilitado endégeno é um importante fator que tem sido implicado em
véarias doencas neurodegenerativas (SANDERS e GREENAMYRE, 2013; SOLANKI
et al., 2015).

O cérebro é altamente suscetivel ao dano causado por radicais livres, devido
a sua alta utilizacdo de oxigénio e a presenca de baixas concentracdes de enzimas
antioxidantes e baixos quelantes de radicais livres. Ha um grande interesse em
estabelecer estratégias terapéuticas e alimentares para combater o estresse
oxidativo produzido no sistema nervoso central (GAO et al., 2012; VIRMANI et al.,
2013). Estudos em humanos tém sugerido que os flavonoides, um grande grupo de
compostos polifendlicos, encontrados em frutas e vegetais sdo capazes de
neutralizar o prejuizo neuronal, além de regredir a progressao de doencas
neurodegenerativas, motivando assim esforcos em pesquisas para identificar os
mecanismos de morte neuronal, bem como descobrir novos componentes para
controla-los (DUTTA e MOHANAKUMAR, 2015; SOLANKI et al., 2015; RENAUD et
al., 2015).

A Schinus terebinthifolius ja foi utilizada anteriormente nas mesmas doses de
150, 300 e 600mg/kg no modelo animal da doenca neurodegenerativa de Huntington
induzido por acido-3-nitropropidnico (3-NP) (SILVA J.B.R. et al., artigo submetido).
Ainda nesse trabalho, ndo foram constatadas mortes ou outros sinais clinicos de
toxicidade como alteragcOes de pelo e mucosas; alteracdes da atividade locomotora;
alteracBes do sistema respiratorio e circulatério; do sistema nervoso central ou

periférico; alterac6es do comportamento; ocorréncia de tremores, letargia ou coma,



68

com o uso do extrato seco de Schinus terebinthifolius na dose de 5 g/kg de massa
corporal, até o 14°dia apés sua administracao.

Os principais compostos da casca do caule da Schinus terebinthifolius Raddi
séo flavonoides (catequina e epicatequina) e acidos fendlicos (acido galico e acido
elagico). Catequinas sao poderosos antioxidantes e quelantes de radicais livres em
ensaios in vitro e modelos in vivo (SRIVIDHYA et al., 2009; SOLANKI et al., 2015).

Tem sido demonstrado que as catequinas tém maior atividade antioxidante
em comparacao as vitaminas C e E in vitro (LEVITES et al., 2001; SRIVIDHYA et al.,
2008; SRIVIDHYA et al., 2009). As estruturas quimicas que contribuem estes efeitos
incluem a estrutura tri-hidroxi e fracdo galato, os quais podem quelar ions metalicos
e evitar a geragao de radicais livres, bem como permitir a deslocalizacéo de elétrons
e conferem alta reatividade para eliminar os radicais livres (BALU et al., 2005;
MANDEL et al., 2006; KHAN e MUKHTAR, 2007; SENTHIL et al., 2008).

Além disso as catequinas e epicatequinas também foram capazes de modular
indiretamente a inducéo da expressao de algumas enzimas antioxidantes protetoras
(HIGDON e FREI, 2003; UNNO et al., 2004; WEINREB et al., 2004; SRIVIDHYA et
al., 2008). O tratamento croénico com catequinas evitou o declinio da atividade T-
SOD e GSH-Px no soro de camundongos idosos e também impediu
significativamente o aumento de TBARS no hipocampo (ABD EL MOHNSEN et al.,
2002; MANDEL et al., 2006).

As estruturas quimicas tém contribuido para seu efeito para quelar os ions
metalicos, prevenindo a geracdo de radicais livres, permitindo o deslocamento de
elétrons e fornecendo alta reatividade para eliminar radicais livres (MANDEL et al.,
2006; KHAN e MUKHTAR, 2007; SENTHIL et al., 2008). Além disso, as catequinas e
epicatequinas foram capazes de modular indiretamente a expressdo de algumas
enzimas antioxidantes (HIDGON e FREI, 2003; WEINREB et al., 2004). O
tratamento crénico com catequinas foi capaz de prevenir o declinio da atividade das
enzimas SOD e GSH e soro de camundongos idosos, prevenindo significantemente
também o aumento de TBARS no hipocampo destes animais (ABD EL MOHSEN et
al., 2002; MANDEL et al., 2006).

Por outro lado, o &cido galico e elagico sdo taninos hidrolisados de produtos
naturais encontrados em abundéancia em uvas, chas, frutas e vinhos (SINGH et al.,
2004). Estes acidos foram capazes de reduzir a producdo de ROS e superéxido,
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como peroxido de hidrogénio, radicais hidroxil e 4cido hipocloroso; também devido a
suas atividades antimutagénicas e anticarcinogénicas (KIM, 2007).

O efeito neuroprotetor do acido géalico é ainda apoiada no pré-tratamento de
células SH- SY5Y em modelo de estresse oxidativo in vitro induzido por 6-OHDA (LU
et al., 2006). Além de efeitos protetores em modelos de neurotoxicidade, os &cidos
hidrolisados neutralizaram os efeitos téxicos do lindano e tetracloreto de carbono no
estresse oxidativo em figado e rim de ratos (PADMA et al., 2011).

No prejuizo cognitivo induzido por injecdo de 6-OHDA, o tratamento com
acido galico mostrou reduzir significativamente o nivel de TBARS em ratos.
Resultados semelhantes, mostrando reducdo da formacdo de TBARS, foram
relatados por outros pesquisadores (PADMA et al.,, 2011). A atividade de GPx
diminuiu significativamente no grupo tratado com veiculo comparado com o grupo
controle, enquanto que a atividade desta enzima antioxidante aumentou nos ratos
tratados com &cido galico. Junto com SOD e CAT, a GPx é uma das importantes
enzimas antioxidantes no cérebro, pois elimina o perdxido de hidrogénio,
convertendo em &gua. Os resultados de DUTTA e MOHANAKUMAR (2015)
mostraram que os &cidos hidrolisados, tais como acidos fendlicos, elevaram a
expressado e atividade das enzimas catalases e GPx no coracdo de ratos Sprague—
Dawley. Demonstrou-se também que a administracdo de acido gélico ndo so6
restabeleceu as atividades da CAT e GPx mas reduziram significativamente a
guantidade de malonaldeido no figado, cérebro e rim de ratos idosos (DUTTA e
MOHANAKUMAR, 2015; SOLANKI et al., 2015; RENAUD et al., 2015).
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9. CONCLUSAO

No modelo animal da doenca de Parkinson induzido pela rotenona, a
administracdo subcutéanea de 3mg/kg durante 7 dias desta toxina provocou a
reducédo da atividade geral dos ratos avaliados no teste do campo aberto;

A administracdo da rotenona também produziu a reducdo do tempo de
permanéncia dos animais no teste do rotarod;

A administracdo da rotenona reduziu significativamente o percentual de
retencdo de memaria dos ratos no teste do labirinto em cruz elevado;

A administracdo subcutanea da rotenona durante 7 dias produziu o aumento
da peroxidacéo lipidica na substancia negra, no estriado e no cortex;

A avaliagdo do cromatograma da Schinus terebinthifolius Raddi demonstrou a
presenca de catequina e epicatequina (taninos condensados) e acido galico e acido
elagico (taninos hidrolisaveis);

A pré-administracdo, via oral, de Schinus nas doses de 150mg, 300mg e
600mg/kg foram capazes de prevenir a alteracdo do parametro locomocao no teste
do campo aberto, enquanto somente as doses de 300mg e 600mg/kg foram capazes
de inibir a hipoatividade dos outros parametros;

O pré-tratamento de Schinus nas doses de 300mg e 600mg/kg inibiram as
alteracoes motoras e comportamentais provocadas pela rotenona nos testes de
rotarod e labirinto em cruz elevado;

Schinus terebinthifolius Raddi apresentou atividade antioxidante in vitro;

A pré-administracdo, via oral, de Schinus nas doses de 150mg, 300mg e
600mg/kg foram capazes de inibir o aumento da peroxidacao lipidica na substancia
negra, estriado e cortex;

O pré-tratamento dos ratos com Schinus terebinthifolius Raddi produziu uma
neuroprotecao significativa, provavelmente mediada por sua agéao antioxidante;

Deste modo, o presente trabalho trouxe novas perspectivas e propriedades
farmacolégicas para o tratamento da doenca de Parkinson e outras doencas

neurodegenerativas.
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decline and psychiatric symptoms. Schinus terebinthifolius Raddi, Anacardiaceae, had been studied for
its anti-inflammatory and antioxidant properties, and in this study, the stem bark was evaluated for the
neurcprotective effects on behavioral and biochemical alterations induced by administrations of rotenone
in rats. Behavioral evaluations were performed using open-field and rotarod. The in vitro and in vivo
antioxidant activities were determined by the DPPH radical scavenging activity and lipid peroxidation
method respectively. The administration of rotenone {3 mgfke, s.c.) produced hypolocomotion, increase of
immobility and muscle incoordination, while the treatment with 5. terebinthifolius stemn bark extract {150,
300 and 500 mg kg p.o.) for seven days prevented rotenone-induced dysfunctional behavior. Biochemical
analysis of the substantia nigra, striatum and cortex revealed that rotenone administration significantly
increased lipid peroxidation, which was inhibited by treatment with all doses of 5. terebinthifolius. The
results suggested neuroprotective effect of & terebinthifolius possibly mediated through its antioxidant
activity, indicating a potential therapeutic benefit of this species in the treatment of Parkinson's disease.

© 2015 Sociedade Brasileira de Farmacognosia. Published by Elsevier Editora Lida. All rights reserved.

Intreduction

The increase of elderly population has led to an increasing
incidence of neurodegenerative diseases worldwide, leading, thus,
to the interest in studies for prevention and treatment of these
pathologies. Natural constituents derived from plants are impor-
fant to investigate, since studies have shown that these compounds
exhibited a range of binlogical activities, with therapeutic potential,
for instance antioxidant and anti-inflammatory effects.

Parkinson's disease (PD) is one if the major neurodegenerative
disorder in the entire world and is characterized by progres-
sive degeneration of dopamine-containing neurons that project
from substantia nigra pars compacta to the striatum. Besides,
motor impairment {bradykinesia, rigidity, tremor at rest and dis-
turbances in balance), cognitive decline and psychiatric symptoms
(like depression) are the cardinal symptoms of the pathology (Dutta

* Commesponding authar.
E-mail: almir wanderley@nufpe br (4G Wanderley).

hittpe/fdx doiorg 10,1016/ Lbjp2015.1 1005

and Mohanakumar, 2015; Fernandez, 2015). Main mechanisms
have been proposed to explain the events culminating in neu-
ronal death in PD, which are associated with oxidative stress,
mitochondrial dysfunction, neurcinflammation and environmen-
tal exposures, like pesticides, contributing for the appearance of
behavioral and biochemical alterations {Daver and Przedborski,
2003; Remaud et al, 2015) Several animal models have been
used to mimetize and elucidate the pathogenesis of PD, in special
rotenone, MPTP and G-hydroxydopamine {Dauer and Przedborski,
2003; Blesa et al., 2012).

Rotenone (Derris sp., Fabaceae) has been a potent hydrophobic
pesticide and its environmental exposure mimics the clinical and
pathological features of PD, such as behavioral, biochemical and
pathological changes, providing a reproducible animal model for
PD {Betarbet et al., 2000} It provoked neurodegeneration via mul-
tiple mechanisms, mainly by inhibition of complex I, increase of
oxidative stress and induction of apoptosis (Zaitone et al., 2012;
von Wrangel et al., 2015).

Schinus terebinthifolius Raddi, Anacardiaceae, is a native plant of
South America (Corréa, 1974). In Brazil it is popularly called Aroeira

0102-6958'0 2015 Sociedade Brasileira de Farmacognosia. Published by Elsevier Editora Lida. All rights reserved.



or Cabui. In folk medicine, it has been used for the treatment of
ulcers, respiratory problems, wounds and arthritis (Morton, 1978)
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and as an antiseptic, antiinflammatory and haemostatic (Medeiros
et al, 2007). Many of its properties or healing effects attributed
by folk medicine are associated to the presence of polyphenols in
the plant, which give the plant its antioxidant properties (Medeiros
etal, 2007; Abdou et aL, 2015). The aim of this study was to investi-
gate the possible neuroprotective effects of 5. terebinthifolius in the
behavior activity and on the oxidative stress induced by rotenone
as experimental model of Parkinson's disease in rats.

Materials and methods
Mant material

Stem bark of Schinus terebinthifolius Raddi, Anacardiaceae, were
collected in the remains of the Atlantic rainforest located in the
municipality of Cabo de Santo Agostinho, Pernambuco, Brazil
between February and April 2013 (8°20r33" 5 and 34°56'59"W). A
voucher specimen was authenticated in the Department of Botany
of the Federal University of Pernambuco by the curator M. Bar-
bosa and was deposited at Geraldo Mariz Herbarium under record
n-. 8758, Extraction was performed by maceration and air dried,
and 500 g of pulverized S, terebinthifolius bark was added to 1.01 of
ethanol 70% at room temperature, for 7 days, and was occasionally
shaken. In the laboratory, the crude ethanolic extract was evapo-
rated to dryness under reduced pressure for the total elimination
of alcohol, followed by lyophilization, yvielding approximately 35g
of dry residue. The Iyophilized extract of 5. terebinthifolius was kept
at room temperature until use and suspended in distilled water.

High performance liguid chromatography (HPLC) analysis

The main phytochemical markers (gallic acid, ellagic acid, cate-
chin and epicatechin) in 5. terebinthifolius samples were analvzed
by way by way of liquid chromatography-diode array detection
(LC-DAD) analysis using a Shimadzu system [LC-20AT) equipped
with a photo diode array detector (SPD-M20A). The chromato-
graphic separation was performed using a Gemini RP-18 column
5 m particle size and 250 mm = 4,60 mm i.d. (Phenomenex), pro-
tected by a guard column of the same material. A gradient elution
was performed by varying the proportion of Solvent A [0.5% acetic
acid in distilled water, vjv) and solvent B {methanol) at a flow
rate of 0.8 ml/min following gradient program: 20-40% B {10 min),
40-60% B (10min}, 60% B (10 min), 60-40% B (10 min), and 40-20%
B {10min). The dried extracts and standards were dissolved in
methanol;water {20/80, v/v) and filtered through a membrane of
0.45 pm (Millipore®, USA) prior to injection of 201 The peaks
of each marking on dry substance were identified by comparing
retention times and UV spectra of DAD.

Animals

Adult male Wistar rats (Rattus norvegicus var. albinus), age 3
months and weighing between 250 and 300 g, were obtained from
the Department of Physiology and Pharmacology at the Federal
University of Permambuco, Brazil. The animals were maintained
in standard environmental conditions (22 £ 2+C, 12:12 hdark/light
cycle). Commercial food { Presence®, Purina, Brazil) and water were
available ad libitum. All protocols were approved by the Animal
Experimentation Ethics Committee of the Federal University of
Pernambuco, under license n®. 23076.,050131/2013-82 in accor-
dance with the National Institute of Health Guide for the Care and
[Jse of Laboratory Animals.

picrylhydrazyl (DPPH), malondialdehyde (MDA), thiobarbituric
acid (TBA), epinephrine, 1,1,3 3-tetrametoxipropane (TMP), Tween
80, DMS0 and rotenone, were purchased from Sigma-Aldrich®
[St. Louis, MO, USA). Rotenone was dissolved in sunflower oil one
day before beginning treatment. On subsequent days, solutions
remained in the refrigerator (4“C). Sunflower oil was obtained in
local market.

Experimental groups

The animals were randomly divided into five experimental
groups (n=10). Rats from Group 1 received water by gavage
(1 ml/kg) and 1 h later a subcutaneous (5.c.) administration of the
vehicle (90%, wiv sunflower oil, +10% wiv DMS0) for seven days.
Group 2 also received water by gavage and rotenone (3 mg/kg. 5.c.)
diluted in wehicle after 1 h during seven days. Groups 3, 4 and
5 received by gavage 150, 300 or 600 mg'kg of 5. terebinthifolius,
respectively, suspended in water, and 1h later were given them
rotenone (3 mg/kg, s.c.) also during seven days. 24 h after the last
day of treatment, the rats were evaluated with behavioral tests and
biochemical assays { Linard-Medeiros et al., 2015).

Open field test

The open field test was carried out to Broadhurst (1957 and
Bernardi and Palermo-Neto (1979). To quantify exploratory and
general locomotor activity, each rat was placed into the center
of an open-field arena {a circular wooden box with a diameter of
100cm and 40cm high, with floor divided into 19 regions). Rats
were assessed individually for 5 min, while four parameters were
analyzed: (i} latency to start the movement (time to leave the inner
circle, in s), (ii) locomotion frequency (number of square crossed
with four paws), [iii) rearing frequency (number of times the ani-
mal stood on their hind paws) and (iv) immobility time (lack of
movement during testing, in s). The apparatus was cleaned with a
5% ethanol solution before behavioral testing to eliminate possible
bias due to odors left by previous rat.

Rotarod activity test

In order to quantify motor deficiency, the rotarod test was used
at a fixed speed, according to Monville et al. {2006). To perform this
test, the animal was placed with all four paws on a bar with a diam-
eterof7 cmand set 25 cm above the floor. The bar rotated at aspeed
of 25 rpm. Before being submitted to the different treatmenis, the
rats were trained in two sessions of 180 s each for habituation. Ani-
mals were placed on the rotating bar and the time spent on the
rotating bar was recorded. A cut-off time of 1805 was maintained
throughout the experiment. The average results were recorded as
time of fall.

Biochemical analysis

After behavioral observations, animals were immediately anes-
thetized, euthanized by decapitation and their brains removed.
Bilateral substantia nigra, striatum and cortex were dissected,
weighed and homogenized in a Potter-Elvehjem type homoge-
nizer with a tissue homogenate 1= phosphate buffered saline ( 10%
wiv, PBS) to which was added butylated hydroxytoluene (0.004%
wiv, BHT) for preventing oxidation of the samples. The homogenate
was centrifuged at 10,000 x g for 30 min at 4°C and an aliquot of
supernatant was separated for biochemical analysis. Each individ-
ual experiment was carried out in triplicate and repeated two or
three times.
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DPPH radical scavenging activity in vitro

Antioxidant radical scavenging activity was evaluated using
DPPH (2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radicals (Brand-Williams
et al, 1995). 1 ml of DPPH solution (30mM. in 95% ethanol) was
incubared with 2.5 mlof varying concentrations of 5 terebinthifolius
extract {2.5-250 pg/ml). The reaction mixture was shaken well and
incubated for 30 min at room temperature, and the absorbance
of the resulting solution was read at 515nm against a blank.
The radical scavenging activity was measured as an absorbance
decrease of DPPH and was calculated using the following equation:
(Absorbance of control — Absorbance of test) = 100/ Absorbance of
control. The synthetic antioxidant butylated hydroxytoluene (BHT)
was included in experiments as a positive control. The ECsp value
for each sample (tree replicates), was calculated from a calibration
curve obtained for the percentage of radical scavenging activ-
ity versus concentration of the sample required to reduce the
absorbance of the negative control {DPPH solution) by 50%. The
BHT curve antioxidant was y=15.695 In(x)+16.477 (R?=0.9544).
The &, terebinthifolius extract curve was ¥=18.322In{x) - 24.936
[R2=0.9026).

Measurement of lipid peraxidation in vivo

The quantitative measurement of lipid peroxidation in the subs-
tantia nigra, striatum and cortex was performed according to the
method described by Buege and Aust {1978). The amount of malon-
dialdehyde (MDA of lipid peroxidation was measured by reaction
with thiobarbituric acid. Briefly, aliquots {500 1) of supernatant
were placed in test tubes and added to 1ml of TBA reagent:
038%E (wiw) TBA, 250ml of 1N hydrochloric acid, 15% (w/w} of
trichloroacetic acid and 20 ml of 2% (w/v) ethanolic BHT. The solu-
tion was shaken and heated to 100-C for 15min, followed by
cooling in an ice bath. Then, 1.5 ml of n-butanol was added. The
mixture was shaken and centrifuged to 3000 x g for 20 min. After
centrifugation, the upper layer was collected and assessed with a
spectrophotometer (CARY 3E UV-Visible Spectrophotometer Var-
ian, Inc. Brazil) at 532 nm. Results of TBARS of substantia nigra.
striatum and cortex were expressed as nmol MDA/ mg protein using
astandard curve generated with different concentrationsof1,1,3 3-
tetramethoxypropane solution.

Statistical analysis

Data were expressed as mean + standard error of mean (SEM).
The difference between groups was analyzed by one-way analy-
sis of variance (ANOVA) followed by post hoc Newman-Keuls test.
The comparisons were carried out by GraphPad Prism® 5.0 and
significant at p = 0.05.

Results
High performance liguid chromatography {HPLC) analysis

From the comparison of retention times with extract standards
previously injected into the HPLC, it was possible to confirm that, 5
terebinthifolius sample demonstrated the presence of phenolic acids
(gallic acid, 4.66 min; ellagic acid, 7.51 min) and also flavonoids
(catechin, 10.24 min; epicatechin 19.05 min) (Fig. 1).

Effects of 5. terebinthifolius on behavioral tests

Rotemone administration (3 mg'kg. s.c.) during 7 days signif-
icantly reduced the frequencies of locomotion and rearing and
increased the time of immobility and latency to start the move-
ment in the open field test. Pre-treatment with the stem bark

a0y, Lacbce Tax: 334 373 0 16, 2T s Lk rc 3550 272 256 060 504
Lambcis min 200 M1 150 356 20 1 B Laraeke v 24 00 Fe DG T
£ i a0g T 0
il fl
{ | / \ R w
M Illl f \ £ !
! [l
[ ] W -y «
1 il
. | (¥} Y "0 | 1
LY = |II \U.J—-\\ £
¢ \ / \
a i o ==
W O R DN D0 T DD WL A I om0 IS N WS B T MO
—imm
xm m
Lambcis max: 275 270 90 300 0 q Lamcke o 33 70 3 109188 4
Lmrbis e, 255 04 70 566 300 40 Leiade ca 530 300 16T 186 a0
= =0
" = =0
i)
) { | E am
|
Il = )
1w
I E 20
| 1
| | =0
I|I LTy -

2 4 B B 10121416 1B 20 22 24 26 20 30 22 34 36 38 40
Tima (min}

Fig. 1. Chromatogram of Schinus terebinthifolius stem bark detected 2t 278 nm.
Peaks: gallic acid (Rt=4.66), catechin (7.51), epicatechin (10.24) and ellagic arcid
(Bt= 19,05} obtained by HPLC methad.

{150, 300 and 600 mg/kg) significantly improved locomotor activ-
ity and rearing and decreased the time of immobility and latency
to start the movement when compared to rotenone animals. How-
ever, the lower dose of the extract (150mg/kg) was unable to
prevent the rotenone-induced locomotor deficits in the open field
test (Fig. 2a-d).

On rotarod test, rotenone administration (3 mglkg, s.c.) induced
a significant decrease in the time of permanency of the animals
compared with control rats during the observation in the appa-
ratus. Daily pre-treatment of 300 and 600 mglkg doses was able
to increase the time of permanency in comparison to rotenone
group. However, the lower dose of the extract was unable to pre-
vent the rotentone-induced locomotor deficits in the open field test

(Fig.3).
Reduction of 2,2-diphenyl- I-picryihydrazy radical in vitro

Significant DPPH radical scavenging activity was evident
in all concentrations tested of 5 ferebinthifolius stem bark
(1-250p/ml}). The extract was able to reduce the stable free rad-
ical DPPH to the yellow-colored 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
with an ECsp 12176 £ 0,077 pg/ml Under similar conditions, the
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synthetic antioxidant BHT showed ECgy 25768 +0.147 pg/ml
This activity was about 2.1 times smaller when compared to
5. terebinthifolius.

Measurement of Hpid peroxidation in vivo (TBARS)

Rotenone administration (3 mg/kg) during 7 days provoked an
increase on oxidative stress as indicated by the significant increase
of MDA concentrations in substantia nigra, striatum and cortex
when compared tocontrol group. However, the pre-treatment with
all doses of & terebinthifolius was able to inhibit the lipid peroxida-
tion in comparison to rotenone animals (Fig. 4a-c).

Discussion

This report showed the neuroprotective effect of 5. rere-
binthifolius in Parkinson’s disease using the model of rotenone
subcutaneous administration during 7 days. All doses of 5. tere-
binthifolius (150,300 and 600 mg/kg) significantly prevented motor
deficits in the open field and rotarod tests, and mainly, was able to
inhibit the oxidative stress induced by systemic rotenone adminis-
tration observed inin vivo TBARS method. It was also demonstrated
the in vitro antioxidant effect of 5. terebinthifolius, as well its mainly
compounds in HPLC method. The antioxidant activity of the extract
was also measured in the DPPH radical assay, which primarily eval-
uates proten radical-scavenging ability.

Rotenone is a potent inhibitor of complex [ (NADH:
ubiquinoneoxidoreductase) of the mitochondrial electron trams-
port chain. In rats, this toxin causes a syndrome that replicates
both neuropathological findings and behavioral symptoms of
Parkinson's disease. Application of low doses of rotenone in vitro
and in vivo have been shown to affect many of the mechanisms
involved in the pathogenesis of Parkinson's disease, such as altered
calcium signaling, induction of oxidative stress and apoptosis,
loss of tyrosine hydroxlase, proteasomal dysfunction, nigral iron
accumulation and the formation of fibrillar cytoplasmic inclusions
that contain ubiquitin and a-synuclein (von Wrangel et al., 2015).
Sherer et al. (2003) also showed that the exposure to low doses
of rotenone (2-3 mg/kg/day) caused highly selective nigrostriatal
dopaminergic lesion. A common feature of all toxin-induced
models of Parkinson's disease is their ability to produce an
oxidative stress and to cause cell death in dopamine neuronal
populations that reflect what is seen in Parkinson's disease (Blesa
et al, 2012). Markers of oxidative stress are typically found in
brain biopsies, peripheral cells, and biological fluids derived
from patients with Parkinson’s disease, indicating that indeed
oxidative stress is a key factor in pathogenesis. Malondialde-
hyde (MDA} is a specific marker of lipid peroxidation, which is
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important factor that had been implicated in various neurodegen-
erative diseases {Sanders and Greenamyre, 2013; Solanki et al,
2015)

The brain is highly susceptible to free radical damage because
of its high utilization of oxygen and the presence of a relatively
low concentration of antioxidant enzymes and free radical scaven-
gers. There is a growing interest in establishing therapeutic and
dietary strategies to combat oxidative stress induced damage to
the central nervous system (Gao et al., 2012; Virmani et al., 2013).
Studies in humans and animals have suggested that flavonoids,
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largely a result of the peroxidation of polyunsaturated fatty acids
with more than two double bonds (Sanders and Greenamyre,
2013).

In our study, administration of rotenone promoted increased
levels of MDA in substantia nigra, striatum and cortex, suggest-
ing an increased lipid peroxidation and, thus, oxidative stress.
In this way, there was an increase in brain MDA levels (an
indicator of lipid peroxidation due to free radicals) which was
inhibited by the administration of stem bark of all doses of 5§
terebinthifolius, suggesting its antioxidant action. Indeed, recently
Costa et al. (2015) shown that extract from different tissues of
5 terehinthifelius present antioxidant activity by DPPH radical
assay. Abdou et al. (2015) investigated the curative and pro-
tective effects of 5 terbenthifolius ethanolic extract (350 mg/kg,
p.o.) against CCly-induced acute hepatotoxicity in rats and shown
that the administration significantly reinstated the antioxidant
capacity. Oxidarive stress due to an increase in free radical gen-
eration or an impaired endogenous antioxidant mechanism is an

a large group of polyphenolic compounds found in fruits and
vegetables are capable of counteracting neuronal injury, thereby
delaying the progression of neurodegenerative diseases, motivat-
ing researches efforts to identify the mechanisms of neuronal death
as well to discover new compounds to control them (Dutta and
Mohanakumar, 201 5; Chen et al., 2015; Solanki et al, 2015 Renaud
et al., 2015).

The major compounds of stem bark of & terebinthifolius Raddi
are flavonoids (cathechin and epicatechin) and phenolics acids (gal-
lic acid and ellagic acid). Catechins are powerful antioxidants and
free radical scavengers in viito assays and in vivo models (Srividhya
et al., 2009; Solanki et al, 2015). It has been found that catechins
have much higher antioxidant activity in comparison to vitamins
C and E in vitro. The chemical structures have been contributed
to this effect to chelate metal ions, prevent the generation of free
radicals, allow the displacement of electrons and provide high reac-
tivity to eliminate the free radicals (Mandel et al., 2006; Khan and
Mukhtar, 2007; Senthil, 2008). Furthermore, the catechins and epi-
catechins were also able to indirectly modulate expression of some
protective enzymes antioxidants (Hidgon and Frei, 2003; Weinreb
et al., 2004). The chronic treatment with catechins prevented the
decline in the activity of 50D and GSH enzymes in the serum of
old mice, preventing also significantly increased TBARS in the hip-
pocampus of these animals (Abd El Mohsen et al., 2002; Mandel
et al, 2006). Otherwise, gallic acid and ellagic acid are hydrolyzed
tannins of natural products found in abundance in grapes, tea, fruit
and wine (Singh et al, 2004} These acids were able to reduce
the production of ROS and superoxide, such as hydrogen perox-
ide, hydroxyl radicals and hypochlorous acid; also due to their
antimutagenic and anticarcinogenic activities (Kim, 2007 In the
cognitive impairment induced by another animal model of Parkin-
son’s disease in animals, 6-0HDA, the treatment with gallic acid
significantly reduced the level of TBARS in the rat brains (Kim,
2007 ).

Im conclusion, the results of this study confirm that the subcuta-
neous administration of rotenone in rats induces neurobehavioral
and bicchemical changes mimicking those observed in Parkinson’s
disease. Treatment of rats with 5. ferebinthifolius produced signif-
icant neuroprotection probably mediated through its antioxidant
activity. Taken together, our data suggested neuroprotective effects
of 5, terebinthifolius Raddi, probably mediated through its antiox-
idant activity. Thus, the present work brought out new insights
for the treatment of neurodegenerative diseases and highlighted
the pharmacological properties for Parkinson's disease and other
neurcdegenerative pathologies.
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ABSTRACT: In this study the neuroprotective activity extract hydroalcoholic of
AO against behavioral and biochemical parameters induced by subcutaneous
injection of rotenone was evaluated. important for the understanding of Parkinson’s
disease, which 15 the most common neurodegenerative disorder affecting movement.
Rotenone is a potent hydrophobic pesticide and a highly selective inhibitor of
complex I in the electron transport chain. Anacardium occidentale (AQ), popularly
known as cashew. 1s a tropical tree native to north and northeast Brazil Peduncles
(pseudofruit) and nuts can be eaten raw or comverted info varous nutritional
products (juice, tea, jam. and beverages). AO has been studied for its anti-
inflammatory, antimicrobial, antitumor, molluscicides and antidiabetogenic activity.
Behavior evaluations were performed using the models of open-field. rotarod, on
honizontal bar and elevated T-maze. The i vivo antioxadant activity was evaluated
in the substantia nigra (SN). cortex and striatal region by lipid peroxidation after
behavioral tests. Systemic administration of rotenone produced hypolocomotion,
muscle incoordination and memory deficit. AO admmistration (150 and 600 mg/kg,
p.o.) mmproved rotenona mduced dysfunctional behavior (locometor. musculature
coordination and memory retention). Biochemical analysis of the SN. cortex and
striatum revealed that systemic rotenone admimistration significantly increased lipid
peroxidation which was attenuated by daily treatment with AO. These results
suggest that there are protective effects of AO on oxidative stress caused by rotenone
mediated through its antioxidant activity.

INTRODUCTION: The increase in the elderly
population has led to an increasing incidence of
neurodegenerative  diseases  worldwide. Thus,
interest in studies aimed at the prevention and cure
of these diseases 1s very important.
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Natural constituents derived from plants are
important to investigate, since studies have shown
that these compounds exhibit a range of biological
activities, with therapeutic potential. among them:
antioxidant and/or anti-inflammatory.

The Anacardium occidentale (AQ). popularly
known as cashew. is a tree native to north and
northeast of Brazil. well known for its trade in
cashew nuts and fruit. The peduncle (pseudofiuit)
has high nutritional value. especially vitamins A. B,
C and is rich in proteins, lipids. carbohydrates,
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minerals, fiber. unsaturated fat and phenolic
compounds ! The phenolic compounds present in
the pulp of the cashew have antioxidant properties”.
These properties are associated with the prevention
of chronic diseases such as cancer, diabetes,
cardiovascular and neurodegenerative diseases.

Neurodegenerative diseases such as Alzheimer's
and Parkinson's (PD) are characterized by
excessive neuronal atrophy and death in focal
regions of the brain 3 PD results from deficiency of
the mnigrostriatal dopaminergic system that is
responsible for movement * PD is defined by the
presence of four cardinal signs: tremor when
resting. ngdity, slowness of movement and
shifting of balance. The main mechanisms
proposed to explain the events culminating m
neuronal death in PD associated with
mitochondrial changes. apoptosis and elevated
levels of oxidative stress There 1s also a
neuroinflammatory process with activation of glial
cells and release of cytokines and nitric oxide g
Therefore, the process of degeneration is
multifactorial. These events are a vicious cycle and
could be initiated by any of them with neuronal
death results ’

are

Rotenone is a potent hydrophobic pesticide and
exposure to rotenone mimics the clinical and
pathological features of PD. such as neurochemical,
behavioral and  neuropathological  changes,
providing an animal model for PD % It causes
neurodegeneration via multiple mechanisms that
include inhibition of complex I induction of
apoptosis. activation of microglia and oxidative
stress . It has been reported that the rotenone
model is highly reproducible and may provide an
excellent tool for testing new neuroprotective
strategies 1.

The objective of the present work was to evaluate
the  possible  neuroprotective  actions  of
hydroaleoholic extract of Anacardium occidentale
(AO) in oxidative stress induced by rotenone. as
one model of experimental Parkinson’s disease in
rats.

MATERIALS AND METHODS:

Animals

The study used adult male Wistar rats (Ratfus
norvegicus var. Albinus) weighing 250 to 300 g,

International Journal of Pharmaceutical Sciences and Research
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from the Department of Physiology and
Pharmacology., from the Federal University of
Pernambuco (UFPE) and mice (Mus musculus var.
Swiss) of both sexes. weighing between 25 and
30g, obtamed from the Laboratory of
Immunopathology Keizo Asami (LIKA). UFPE.

The animals were maintained under standard
environmental conditions (12h light/dark cycle)
and temperature (22£2°C) and fed with commereial
feed (Labi.nag. Purina, Brazil) and water ad libifum.
Experimental protocols were approved by the
Ethies Committee on Animal Use at the Center for
Biological Sciences UFPE. under license N°.
23076.027073, according to the recommended
standards by the Brazilian College for Animal
Experimentation.

Sample and preparation hydroalcoholic extract
Samples of pseudofruit clone CCP-76 were from
the Brazilian Organization for Agricultural
Research (EMBRAPA) Brazil. These samples had
been submitted to special treatment according to
the protocol developed by EMBRAPA. described
by Broinizi et al.". Peduncle of the cashew samples
was lyophilized and stored at -20°C for further
analysis. The hydroaleoholic extract was prepared
according to the method described by Krygier and
Solsulski!! with some modifications.

The cashew peduncle was initially subjected to
extraction with ethyl ether at a ratio of 1:5 (g
sample: solvent mL) for one hour in a magnetic
stirrer  (Model RO15 power IKA® Staufen.
Germany) until it reached room temperature, then
the solution was vacuum filtered through a Buchner
funnel. The resulting residue was extracted again
with ethyl aleohol (90%) in the same proportion as

before. following the same procedure. thus
obtaining the hydroaleoholic  extract. For
administration  to  animals,  hydroalcoholic

rotaevapored (B525. Micronal) was extracted under
vacuum at 30°C, in order to remove all the residual
ethanol then resuspended in filtered water. All
reagents and solvents used were of an analytical
grade.

Experimental Groups

The animals were randomly divided into four
experimental groups (n= 8). Rats from Group 1
received water and Tween 80 (2%, w/v) by oral
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gavage (I mD/’kg) and one hour later a
subcutaneous (s.c.) administration of the vehicle
(sunflower oil 90%. w/v + DMSO 10%. w/v) for
five days. Group 2 received water and Tween 80
(2%, w/v). the same as Group 1, and rotenone (3
mg'kg. s.c.) after one hour for five days. Groups 3-
4 received the AO hydroalecoholic extract at 150
and 600 mgkg respectively. and one hour later
were given rotenone (3 mgkg. s.c.) also over a
period of five days. Twenty-four hours after the last
day of treatment. the rats were evaluated with
behavioral tests. After the behavioral tests. the
animals were sacrificed for biochemical assays.

Assessment of acute toxicity of AO

In this test, male and female mice (n= 3/sex) were
housed in cages and deprived of food overnight.
with free access to water. A single dose of 5000
mg'kg body weight of AO was administered orally
to the animals by gavage. In each case, the volume
administered was 10 mL/kg  Following
administration, the animals were carefully observed
during the first 3 h, and thereafter, daily for 14
days. for any toxic signs and symptoms or death.
Signs and symptoms of toxicity included: (1)
autonomic effects, such as salivation, and
piloerection; (2) central nervous system effects.
such as tremors and convulsions: and (3) changes
in activity levels, posture, strength., and strange
behavior Body weight. food and water
consumption were recorded daily.

Behavioral procedures
All animals were submitted to behavioral tests 24
hours after the processing.

Locomoetors activity

To quantify the general activity. each rat was
placed individually into the center of an open-field
arena (a circular wooden box with a diameter of
100 em and 40 cm high, with a floor divided into
19 regions). The frequency of locomotion (number
of floor units entered by the animal with four
paws): rearing frequency (number of times that the
animal stood on its hind legs, with the trunk
perpendicular to the floor of the arena): immobility
time (time the animal stood without making any
movement) and movement start (time to get out of
the center of the open-field arena) were assessed
for 5 min. The arena was cleaned with 5% alecohol.
between the tests.
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Rotarod activity

All animals were tested for motor skills and
balance using a rotary axis according to Kumar and
Kumar®. To perform this test. the animal was
placed with all four paws on a bar with a diameter
of 7.0 cm and set 25 cm above the floor. rotating at
a speed of 25 rpm. Before division into
experimental groups, the rats were tramned in two
sessions of 180 seconds each for acclimatization.
The animals were placed on the rotating bar and the
length of stay was recorded. A cut off time of 180
seconds was maintained throughout the experiment.

The elevated T-maze test for spatial memory
The test was performed according to the method by
Kumar et al.'*. The elevated T-maze consisted of
one opposite open arms (50x10 em) and two closed
arms of the same dimensions, facing each other and
a central area (10x10 em) connecting the arms. The
arms had walls of 40 cm. The rats were placed
individually at the end of an open arm facing away
from the central area.

The time taken by the animal to move from the
open arm to cither of the closed arms was
registered 24 h after the last day of treatment and
was called initial latency. Rats were allowed to
explore the maze for 30 seconds after acquisition of
the initial latency. and were then returned to their
cages. The learning retention latency was evaluated
again the next day.

The percentage of memory retention was calculated
from the formula:

Transfer of initial latency - Transfer latency repetition x100
Transfer of mitial latency

Catalepsy

The standard bar test was used to determine the
intensity of catalepsy. The bar was made of wood
and had a diameter of 1.2 em and the height from
the floor to the top of the bar was 9 cm. Both
forelegs of a rat were gently placed on the
horizontal bar and the animal was timed (in
seconds. maximum 180 s) until one forepaw
touched the floor. Each animal was used for the
experiment only once.

Biochemical studies

Dissection and homogenization After behavioral
assessments, the animals wereanesthetized and then
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decapitated. the brains removed. placed on ice the
striatuml, cortex and substantia nigra dissected.
These regions were weighed and homogenized in
Potter Elvehjem type homogenizer with 1X
phosphate buffered saline(10%. w/v), to which was
added BHT (0.004%, w/v) to prevent autoxidation
of the samples. The homogenate was centrifuged at
10000 g for 30 minutes at 4°C and an aliquot of
supernatant separated for biochemical
analyzes.

was

Measurement of lipid peroxidation

Quantitative measurement of lipid peroxidation in
the dissected regions was assessed according to the
method of Buege and Aust”. The amount of
malonaldehyde (MDA) present in samples was
quantified by the reaction with TBA. Aliquots of
500 uL of the supernatant were added to 1 mL
TBA: TBA 0.38% (w/w). 250 mL of 1IN chloridrie
acid (HCl). 15% TCA (w/w) and 20 mL of
ethanolic BHT (2%. w/v).

The solution was heated at 100°C for 15 minutes.
followed by cooling in an ice bath. 1.5 mL of n-
butanol was added. shaken and centrifuged to 3000
g. After centrifugation. the upper phase was
collected and analyzed in a spectrophotometer
(CARY 3E - UV - Visible Spectrophotometer
Varian) at 532 nm. For calculations, we performed
a standard curve with 1. 1, 3, 3-
tetramethoxypropane. Results were expressed as
nmol MDA/ mg protein.
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Statistical Analysis

The results are expressed as mean = standard error
of the mean (SEM). The difference between groups
was assessed by one-way analysis of wvariance
(ANOVA) followed by Newman-Keuls multiple
comparison/post-hoe  test  to  determine  the
significance  level.  Statistical analysis  was
performed using Graph Pad Prism® 5.0. (GraphPad
Software. Inc.. La Jolla, CA 92037 USA).P-values
less than 0.05 were considered statistically
significant.

RESULTS:

Acute toxicity

During the l4-day experiment, no death, toxic
signs and negative symptoms were observed in any
mice after acute treatment by oral route with AO in
a dose of 5000 mg'kg. No significant changes in
tood and water consumption or in the body weight
were observed (data not shown). The LDsg could
not be estimated, but it was possibly higher than
5000 mg/'kg.

Effect of AO on locomotor activity
Administration of rotenone for 5 days significantly
reduced the ambulatory activity and rearings and
increased the duration of immobility and time of
movement start of rats in the open field test.
Treatment with extract of AO (150 and 600 mg/kg)
for 5§ days significantly improved locomotor
activity and decreased the time of immobility and
the movement start time in rats. (Fig. 1)
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FIGURE 1: Effect of Anacardium occidentale (AO 150 and 600 mg/kg. p.o.) on locomotor activity in the open field test of rats. (A) Total
ambulatory activity. (B) rearings. (C) duration of immobility and (D) start movement. Rotenone (3 mg'kg. s.c). Each bar represents the group
mean = SEM (n=8 per group). p <0.05 * Statistically significant compared to control * Statistically significant compared to rotenone (One-way

ANOVA followed by Newman-Keuls test).
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Effect of AO on rotarod test

Administration of rotenone caused a significant
decrease in the time of permanency of the animals
compared with control animals in the rotarod test.
Daily treatment with extract of AO (600 mg/kg) for
5 days significantly increased the time of
permanency compared with the group that received
only rotenone (Fig. 2).

100=
= 804
@
= =t
- E.
£ B0
£
8 40+
5
= 204
o 2
CONTROL ROTENONE 150 500
Anacardium occidentale
magikg

FIGURE 2: Effect of Anacardium occidentale (AQ 150 and 600
mg'kg. p.o.) in the rotarod test in rats. Rotenone (3 mg/kg. s.c). Each
bar represents the group mean = SEM (n=8 per group). p <005 *
Statistically significant compared to control ¥ Statistically significant
compared to rotenone (One-way ANOVA followed by Newman-
Eeuls test).

Effect of AO on memory performance in the
elevated T-maze test

Treatment with rotenone caused marked memory
loss as shown by the significant decrease in the
percentage of memory retention compared with the
control group in the elevated T-maze test. Daily
treatment with extract of AO (150 and 600 mgkg)
1 h before the administration of rotenone increased
significantly the percentage of memory retention in
rats, compared with the group that received only
rotenone (Fig. 3).
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FIGURE 3: Effect of Anacardium occidentale (AQ 150 and 600
mg'kg, p.o.) on memory performance in the elevated T-maze test in
rats. Rotenone (3 mg'kg. 5.c.). Each bar represents the group mean =
SEM(n=8 per group). p <0.05 * Statistically significant compared to
control © Statistically significant compared to rotenone (One-way
ANOVA followed by Newman-Eeuls test).
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Effect of AO on catalepsy

Treatment with rotenone caused a marked akinesia
state as shown by the significant increase in motor
deficiency compared with the control group. Daily
treatment with the extract of AO (600 mgkg)
significantly improved the motor deficit in rats
compared with the group that received only
rotenone (Fig. 4).
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FIGURE 4: Effect of Anacardium occidentale (AO 150 and 600
mg’kg, p.o.) on akinesia test, in rats. rotenone (3 mg'kg, s.c). Each
bar represents the group mean + SEM (n=8 per group). p <005 *
Statistically significant compared to control * Statistically significant
compared to rotenone (One-way ANOVA followed by Newman-
Keuls test).

Effect of AO on brain lipid peroxidation

The administration of rotenone for 5 days induced
oxidative stress as indicated by the significant
increase of MDA concentration in the substantia
nigra, cortex and striatum compared with the
control group. Treatment with the extract of AO
(600 mgkg) 1 h before the administration of
rotenone attenuated lipid peroxidation in the
substantia nigra. cortex. and striatum, as shown by
the decrease in MDA coneentration (Fig. 5).
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FIGURE 5: Lipid peroxidation levels (A) substantia nigra (B)
cortex (C) striatum rats. Each bar represents the group mean = SEM
(=8 per group). p <0.05. * Statistically significant compared to
control * Stafistically significant compared to rotenone (One-way
ANOVA followed by Newman-Keuls test).
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DISCUSSIONS: The current study investigated
the hypothesis that hydroalcoholic extract of AO
could have a potential antioxidant and
neuroprotector action upon the rat in the central
nervous system. Acute toxicity assessment in mice
using a single AO dose of 5000 mg'kg shows for
the first time that even in a high dose, this
compound does not provoke toxic signs. According
to Kennedy et al.’®, substances that present a lethal
dose 50% (LDsp) higher than 5000 mgkg by the
oral route can be considered practically nontoxic,

Rotenone i1s a potent hydrophobic pesticide and
highly selective inhibitor of complex I in the
electron transport chain. This inhibition causes
selective degeneration of nigrostriatal
dopaminergic terminals!” %, reproducing many of
the features of PD®, such as reduced activity, flexed
posture. rigidity and catalepsy correlated with the
depletion of striatal dopamine and tyrosine
hydroxylase!®" and neuroinflammation®. Sherer et
al?! showed that the exposure to low doses of
rotenone (2-3 mg'kg/day) caused highly selective
nigroestriatal dopaminergic lesion.

There was no evidence of degeneration of other
brain regions. such as the basal ganglia nuelei. such
as the globus pallidus and subthalamic nucleus.
Therefore, rotenone exposure to rodents is widely
regarded as an experimental model for mimicking
human PD.

In this study treatment with rotenone caused a
marked akinesia state related to neural circuits
associated with the basal ganglia function. Motor
abnormalities, evidenced by decreased length of
stay in the revolving bar rotarod. are mainly
attributed to degeneration of striatal neurons, a
region functionally connected by adhesions to the
motor cortex>. Oral administration hydroalcoholic
extract of AO was able to reduce motor
abnormalities  induced by  rotenone  and
significantly promoted an improvement in the
clinical state of the animals observed by their
increased  locomotor activity, percentage of
memory retention and time of permanency on
rotarod. suggesting a benefic systemic effect of this
extract,

Sanders and Greenamyre!® reported the important
role of oxidative stress in the etiology of PD.
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Markers of oxidative stress are typically found m
brain biopsies. peripheral cells, and biological
fluids derived from patients with PD. indicating
that indeed oxidative stress is a key factor in PD
pathogenesis. Similarly. cumulative oxidative
damage i1s the primary mechanism by which
rotenone  exposure leads to degeneration of
dopaminergic neurons™.

Brain cells are particularly susceptible to oxidative
damage due to reduced activity of antioxidant
enzymes and the large amount of polyunsaturated
fatty acids. which may affect the ability of neurons
to respond to stress™, In postmortem brains from
PD wvictims markers of lipid peroxidation are
found®. Malodyaldhyde (MDA) is a specific marker
of lipid peroxidation. which 1s largely a result of
the peroxidation of polyunsaturated fatty acids with
more than two double bonds'®. In our study.
administration of rotenone promoted increased
levels of MDA in substantia nigra, striatum and
cortex. suggesting an increased lipid peroxidation
and. thus, oxidative stress. The treatment with AO
decreased the levels of MDA and this effect was
probablvjdue to the antioxidant capacity of this
exfract .

CONCLUSIONS: Taken together. our data
suggested neuroprotective effects of AQ, probably
mediated through its antioxidant activity. Thus the
present work brought out new insights for the
treatment of newrodegenerative  discasesand
highlighted the pharmacological properties of AO.
suggesting its effective use in clinical conditions in
human. However, the clinical relevance of AO for
the treatment of PD warrants further studies.
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