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RESUMO 

 

Doença de Huntington (DH) é um distúrbio neurológico, causado pela degeneração dos 
neurônios estriatais. O ácido 3-nitropropiônico (3-NP) é um modelo experimental da DH. 
Substâncias com atividade antioxidante podem reduzir as alterações comportamentais da DH. 
Dessa forma, o metileugenol (ME) foi investigado se poderia mitigar aspectos 
comportamentais em DH experimental induzido por 3-NP em ratos Wistar. Os grupos (n=7) 
foram tratados por 7 dias com água ou ME (5, 15 e 25 mg/kg, v.o.) e 15 min depois 
receberam 3-NP (20 mg/kg, i.p.) ou NaCl 0,9 %. 24 horas após o tratamento, os animais 
foram submetidos a testes comportamentais e análise histólogica do SNC. Os resultados 
mostram que ME15 = -21 g atenuou a perda de massa corporal induzida pelo 3-NP (controle 
= -72 g), a atividade locomotora (controle = 2 quad vs ME15 = 32 quad), coordenação motora 
(controle = 5 s vs ME15 = 92 s), tempo de imobilidade (controle = 215 s) vs ME15 = 134,5 
s), tempo de latência (controle = 14 s) vs ME5 = 3 s), retenção de memória (controle = 0% vs 
ME15 = 26,9% e ME25 = 80,4%). Na avaliação histológica, as alterações estriatais induzidas 
por 3-NP foram atenuadas pelo ME15. Em conclusão, o ME demonstrou possível efeito 
protetor contra as alterações comportamentais e histotológicas induzidas por 3-NP, as quais 
foram correlacionadas inicialmente à sua atividade antioxidante. 
 

Palavras-chave: Antioxidante. Doença de Huntington. Estresse oxidativo. Neuroproteção. 
Metileugenol. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	

ABSTRACT 

 

Huntington disease (HD) is a neurological disturb caused by degeneration of striatal neurons. 
3-nitropropionic acid (3-NP) is a experimental model of HD. Substances that have antioxidant 
activity can reduce the behavioral changes of HD. Therefore, the methyleugenol (ME) was 
investigated whether will be able to mitigate behavioral parameters in experimental HD 
induced by 3-NP in wistar rats. Groups (8 – 10) were treated over 7 days with water or ME (5, 
15 and 25 mg/kg, p.o.) and 15 minutes after, they received 3-NP (20 mg/kg, i.p.) or 0.9 % 
NaCl 24 hours after treatment, the animals were submited to behavioral tests and histological 
analyzes from central nervous system (CNS). The datas shown that ME15 = - 21 g reduced 
the body mass loss induced by 3-NP (control = - 72 g), the locomotor activity (control = 2 
quad vs ME15 = 32 quad), motor coordination (control = 5 sec vs ME15 = 92 sec), 
immobility time (control = 215 sec vs ME15 = 134.5 sec), latency time (control = 14 sec vs 
ME15 = 3 sec), memory retention (control = 0 % vs ME15 = 26.9 % and ME25 = 80.4 %). In 
the histological analyzes, the striatal changes induced by 3-NP were mitigated by treatment 
with ME15. In summary, the ME shown possible protector effect against behavioral and 
histological changes induced by 3-NP which were initially correlated with its antioxidant 
activity. 

 
Keywords: Antioxidant. Huntington disease. Neuroprotection. Oxidative stress. 
Methyleugenol. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Doença de Huntington, também chamada de Coreia de Huntington, é uma doença 

neurodegenerativa cronicamente debilitante com padrão autossômico dominante de 

hereditariedade (SANCHEZ-DIAZ et al., 2016). Embora esta doença é rara, progressiva e 

fatal (MARGOLIS; ROSS, 2003) e caracteriza-se por distúrbios motores, cognitivos, 

neuropsiquiátricos e também perda de peso (BATES et al., 2015; MESTRE; FERREIRA, 

2012; WALKER, 2007). Tem início comumente entre 30 e 50 anos de idade levando a óbito 

15 a 20 anos depois dos primeiros sintomas (MARGOLIS; ROSS, 2003; ROSS; TABRIZI, 

2011). 

O comprometimento motor pode ser divido em dois componentes principais: primeiro 

ddistúrbio dos movimentos, coreia, que acontece normalmente em indivíduos adultos, 

comumente iniciando nos primeiros estágios da doença e segundo o comprometimento dos 

movimentos voluntários, dentre eles, descoordenação e bradicinesia, complicação mais 

expressiva na fase inicial da doença, sendo relatada quando há expansão longa do 

trinucleotídeo polimórfico citosina-adenina-guanina (CAG), especialmente na DH juvenil e 

em estágios avançados da doença em adulto (BATES et al., 2015; ROSENBLATT et al., 

2012; ROSENBLATT et al., 2006).  

Já o déficit cognitivo está associado à patologia cerebral estriado-cortical, similar a 

demência vascular e a doença de Parkinson, mas difere da doença de Alzheimer 

(ARETOULI; BRANDT, 2010; PEAVY et al., 2010). Causando problemas de atenção, 

planejamento, organização e reconhecimento emocional, problema de engajamento social e 

retardo mental (PAPOUTSI et al., 2014; STOUT et al., 2012; STOUT et al., 2011).  

Outros sintomas como perda de massa corporal, distúrbio do sono e disfunção 

endócrina, também podem ser observados. Com a progressão dos déficits motores e 

cognitivos tornando-se graves, os pacientes vão a óbito, normalmente por complicações 



	 13	

respiratórias e/ou cardiovasculares, quedas, inanição ou disfagia (WALKER, 2007).  

A evolução da DH está relacionada à expansão das repetições do trinucleotídeo 

polimórfico CAG, que codifica glutamina, no N-terminal da proteína Huntingtina (Htt), que 

ocorrem no exon 1 do gene huntingtina, originalmente denominado como “Interesting 

Transcript 15” (IT-15), localizado no cromossomo 4, no braço curto, que codifica a proteína 

Htt (The Huntington's Disease Collaborative Research Group, 1993).  

Indivíduos saudáveis apresentam uma média de repetição do trinucleotídeo CAG que 

varia de 11 a 37, (ANDREW et al., 1993), indivíduos com 37 a 39 repetições, podem ou não 

desenvolver a doença e com mais de 39 repetições os indivíduos normalmente apresentam a 

doença. Vale salientar que há uma relação inversa entre o número de repetições CAG e o 

aparecimento dos sintomas (ANDREW et al., 1993), como mostra a Figura 1. 

Figura 1 — Relação do comprimento CAG com a idade 

	
Fonte: Adaptado de Nopoulos, 2016. 
	

Em estudo in vitro com linhagem de célula neural, foi possível observar um aumento 

da atividade das caspases 3 e 7, da morte celular neuronal na presença da cadeia expandida de 

poliglutamina (poliQ), sugerindo que tanto a presença da poliQ quanto a ausência do alelo 

normal da Htt pode afetar a diferenciação e/ou sobrevivência neuronal (CONFORTI et al., 

2013). 

A Htt é uma grande proteína, com uma repetição normal de poliQ com 23 glutaminas 

(Q23), de aproximadamente 350 kDa, contendo 3144 aminoácidos, amplamente expressa por 

todo o corpo. Entretanto, os níveis são variáveis dependendo do tipo celular (BATES et al., 
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2015). Apesar de sua função normal ser pouco entendida, foi verificado que a Htt pode 

exercer papel importante na regulação da apoptose, no transporte intracelular, no processo de 

endocitose (HARJES; WANKER, 2003), e em funções associadas à capacidade de interação 

com outras proteínas celulares. No desenvolvimento do sistema nervoso, a Htt atua 

influenciando a produção do fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), o transporte e a 

adesão celular (ZUCCATO; CATTANEO, 2014). Estudos mostraram que a Htt pode estar 

envolvida no transporte de uma variedade de vesículas, incluindo, vesículas contendo o 

BDNF, precursores sinápticos e receptores de ácido gama-aminobutírico (GABA) 

(TWELVETREES et al., 2010; ZALA; HINCKELMANN; SAUDOU, 2013). 

Portanto, a mutação na Htt é responsável pela alteração conformacional da mesma, 

que é clivada em fragmentos de N-terminal, formando agregados proteicos, inicialmente, 

dímeros, trímeros ou oligomeros (DIFIGLIA et al., 1997) levando à disfunção e degeneração 

neurológica em regiões específicas do cérebro, com ocorrência predominante no neostriado 

(núcleo caudado e ao putâmen). Embora os estudos tenham mostrado uma alta variabilidade 

na degeneração cerebral o cortex é severamente afetado, principalmente em casos mais 

avançados da doença (HADZI et al., 2012; PILLAI et al., 2012).  

Alguns estudos têm sugerido que a disfunção cortical é um dos mais importantes 

indicadores da sintomatologia, o que pode acontecer devido à disfunção sináptica cortical, 

antes mesmo da morte celular (CEPEDA et al., 2007; CUMMINGS et al., 2009). Assim 

sendo, estudos mostraram que a disfunção cerebral é resultante da maior neurodegeneração 

tanto no córtex quanto nos gânglios da base (THU et al., 2010; TIPPETT et al., 2007). A 

grande variedade sintomatológica da DH está relacionada à heterogeneidade natural da 

neurodegeneração e as principais vias que ocorrem nas diferentes regiões do cérebro. Estando 

interligadas à perda de interneurônios GABAérgicos e células piramidais nas diferentes 

regiões corticais e do estriado (MEHRABI et al., 2016; NANA et al., 2014). 
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O estriado recebe aferência da substância nigra pars compacta, utilizando a dopamina 

e o glutamato como neurotransmissores. A dopamina exerce ação inibitória sobre os 

neurônios estriatais que se projetam para o globo pálido, quando atua nos receptores D2. Por 

outro lado, a dopamina exerce ação excitatória por atuar nos receptores D1 (OBESO et al., 

2002). Esta região sofre o primeiro processo gradual de atrofia e perda neuronal, sendo os 

neurônios corticais e estriatais mais susceptíveis à mutação do que os interneurônios 

GABAérgicos e colinérgicos. Contudo, esse processo ocorre também em outras regiões 

cerebrais de acordo com a progressão da doença. A morte celular na DH tem forte 

contribuição do estresse oxidativo e do efeito citotóxico do glutamato (VONSATTEL; 

DIFIGLIA, 1998). 

No circuito, estriado - complexo globo pálido interno - substância nigra pars 

reticulada, há duas principais maneiras de integração neuronal, via direta e via indireta. A via 

direta exerce uma conexão monossináptica (córtex - putâmen – globo pálido interno – 

substância nigra pars reticulada – núcleo talâmico - córtex). Estes neurônios têm por 

característica conter principalmente receptores dopaminérgicos do tipo D1 e co-expressar os 

neuropeptídeos substância P e a dinorfina. E, na via indireta (putâmen – globo pálido externo 

– substância nigra pars reticulada – tálamo), estes neurônios têm por características expressar 

principalmente receptores dopaminérgicos do tipo D2 e o peptídeo encefalina. As projeções do 

núcleo subtalâmico utilizam o glutamato como neurotransmissor, enquanto que, as do globo 

pálido para o núcleo subtalâmico utilizam o GABA, que também é utilizado nas projeções 

para o globo pálido externo (OBESO et al., 2002; WALDVOGEL et al., 2015), como 

mostrado na Figura 2. 

O comprometimento na via indireta induz uma perda da inibição talâmica e 

subsequentemente aumento da excitação no córtex motor levando ao desenvolvimento dos 

movimentos involuntários (coreia) (MARGOLIS; ROSS, 2001). Com a progressão da doença, 
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os neurônios espinhosos médios que se projetam para o globo pálido interno (via direta) 

também são afetados (WALKER, 2007), como mostra a Figura 2.  

Figura 2 — Esquema ilustrando as vias de integração neuronal 

 
Diagrama esquemático das vias cortico – ganglios da base na DH. (1) via indireta e (2 e 3) vias diretas. GPe: 
globo palido externo, GPi: globo palido interno, STN: núcleo subtalâmico, SNc: substância nigra par compacta, 
SNr: substância nigra par reticulada, Thal: tálamo.  
Fonte: Waldvogel et al., 2015. 

Embora tenha ocorrido um avanço no entendimento dos mecanismos associados à 

patogênese da DH, os processos moleculares pelos quais a Huntingtina mutante (mHtt) induz 

a progressão da DH ainda não estão claros. Contudo, estudos em modelos animais e em 

humanos sugerem uma ligação entre disfunção mitocondrial e o estresse oxidativo na 

fisiopatologia da DH (AYALA-PENA, 2013; ZHANG et al., 2011). 

As mitocôndrias são uma das organelas mais importantes para a sobrevivência 

neuronal, são altamente dinâmicas e capazes de alterar sua morfologia, fragmentar-se por 

fissão ou sofrer fusão com objetivo de gerar redes tubulares interconectadas e degradação 

(mitofagia), de acordo com as necessidades celulares (GREEN; GALLUZZI; KROEMER, 

2011). Elas são a principal fonte de energia para os neurônios e necessárias para manutenção 

do potencial de membrana de repouso e a captação e liberação de neurotransmissores 

(KAPLAN; STOCKWELL, 2012). 

Tendo como principal função a geração de ATP via fosforilação oxidativa, que resulta 
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na produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) como bioprodutos do metabolismo 

normal, bem como são responsáveis pela regulação da morte celular, incluindo autofagia e 

apoptose (NUNNARI; SUOMALAINEN, 2012). Portanto, as mitocôndrias desempenham 

papel essencial para o desenvolvimento neural, bem como na resposta às injúrias (HAGBERG 

et al., 2014). Entretanto, há pelo menos três principais mecanismos através dos quais a 

mitocôndria pode causar danos ou induzir a morte da célula hospedeira, nomeadamente 

através da produção de radicais livres, da sinalização pró-inflamatória ou pela 

permeabilização da membrana mitocondrial (GREEN et al., 2011). 

A disfunção mitocondrial leva à produção excessiva de radicais livres, que são 

espécies químicas (átomos, moléculas ou íons) geradas tanto como resultado do metabolismo 

aeróbico celular normal quanto de reações anormais estimuladas por alguns processos 

patológicos. Os radicais livres são altamente instáveis e extremamente reativos com outras 

moléculas, que contém um ou mais elétrons desempareados em sua órbita externa. Nos 

sistemas biológicos, estes radicais são derivados de oxigênio, nitrogênio e moléculas de 

enxofre (KEHRER; KLOTZ, 2015; LU et al., 2010). 

Embora, as EROs tenham papel fundamental para a sobrevivência dos organismos 

vivos por participarem de processos de defesa, o seu excesso pode produzir danos celulares, 

tais como a peroxidação dos lipídios de membrana (lipoperoxidação), promovendo mudanças 

na estrutura e permeabilidade neuronal, induzindo à morte celular (GILGUN-SHERKI; 

MELAMED; OFFEN, 2001).  

Diante disso, a biogênese e o metabolismo mitocondrial podem ser alterados por 

alguns mecanismos, dentre eles, a interação da mHtt com a proteína relacionada dinamina 1 

(DRP1) e a supressão da expressão do coativador-1α (PGC-1α) do receptor ativado pelo 

proliferador de peroxissoma γ (PPAR-γ), um coativador transcricional com implicações na 

regulação da biogênese mitocondrial, respiração mitocondrial e metabolismo de EROS 
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(DAMIANO et al., 2013;  ST-PIERRE et al., 2006). 

Como defesa aos danos causados pela produção excessiva de EROs, as células 

possuem mecanismos enzimáticos de defesa antioxidante como a superóxido dismutase, 

responsável por catalisar a reação de O2
- em H2O2, a catalase e a glutationa peroxidase, que 

catalisam a degradação de H2O2 em H2O. Estes mecanismos tem por objetivo neutralizar os 

agentes oxidantes e mantê-los em homeostase no organismo (LU et al., 2010).  

A partir da observação dos sintomas da DH, o seu diagnóstico tem por base a 

avaliação clínica, histórico familiar (quando disponível) e na maioria dos casos testes 

genéticos para pesquisar a presença da expansão CAG na Htt. A tríade clínica que caracteriza 

a condição da DH são: disfunção motora (coreia), déficit cognitivo e alterações 

neuropsiquiátricas (apatia) (BATES et al., 2015). A DH pode ser classificada em: motora, 

humor e mix (motora e humor) (MEHRABI et al., 2016). Outras abordagens, as análises de 

DNA, fornecem observações da expansão CAG no gene Htt podem ser utilizadas para 

confirmar o diagnóstico em pacientes sintomáticos, como diagnóstico diferencial (FALK et 

al., 2006; FRANK, 2014). 

O sistema nervoso central é susceptível às alterações na homeostase energética devido 

à alta demanda energética do metabolismo neural. Muitas doenças são associadas ao 

desequilíbrio do metabolismo energético, incluindo a DH (PATHAK; BERTHET; 

NAKAMURA, 2013). Para o estudo da DH tem sido utilizados modelos não-genéticos, uma 

vez que são de fácil manuseio, controle e aquisição. Basicamente, induzem morte celular por 

mecanismo de excitotoxicidade (ácido caínico e ácido quinolônico) ou alteração do 

metabolismo mitocondrial (ácido malônico ou ácido 3-nitropropiônico, 3-NP) (TUNEZ et al., 

2010).  

O 3-NP é uma toxina natural, sintetizada por fungos e plantas, Aspergilus flavus; 

Arthrinium e Indigofera endecapylla, respectivamente. O 3-NP apresenta alta capacidade de 
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atravessar a barreira hemato-encefálica, podendo ser utilizado por via sistêmica (TUNEZ et 

al., 2010). É inibidor seletivo da succinato desidrogenase, comprometendo a atividade do 

complexo II mitocondrial, causando depleção de ATP e déficit energético e, induzindo em 

roedores e primatas lesões estriatais e déficits motor e comportamental semelhante ao 

fenótipo apresentado por humanos com DH (BROUILLET et al., 2005). 

3-NP induz toxicidade estriatal, atráves da degeneração dos neurônios GABAérgico 

médio-espinhal no estriado, processo semelhante ao observado na DH. As lesões causadas são 

relativamente específicas ao estriado, embora outras regiões, como hipocampo, tálamo e 

córtex cerebral também sejam afetadas (BORLONGAN et al., 1997).  

Apesar do avanço científico neste tema, a DH continua sem cura. Ademais, não há 

terapia conhecida capaz de retardar a neurodegeneração e o declínio clínico. Contudo, alguns 

sintomas podem ser tratados com terapias farmacológicas e/ou não farmacológicas. 

(DAYALU; ALBIN, 2015). Muitos agentes têm sido estudados quanto à eficácia em retardar 

a coreia na DH, dentre eles, depletores de dopamina, neurolépticos, anti-glutamatérgicos, 

inibidores de acetilcolinesterases, agonistas GABA e antidepressivos (PIDGEON; 

RICKARDS, 2013). Na coreia, o principal sintoma motor está associada a um aumento na 

função dopaminérgica secundário à neurodegeneração de neurônios GABAérgicos (POON; 

KANG; LEE, 2010). 

A tetrabenazina (TBZ), um agente atuante no sistema nervoso central e depletor de 

monoaminas, é a única droga aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) para 

gestão de coreia associada à DH (ARMSTRONG; MIYASAKI; AMERICAN ACADEMY 

OF, 2012; POON et al., 2010). Contudo, a TBZ depleta outras monoaminas, como serotonina 

e norepinefrina, não sendo indicada, portanto, em pacientes com elevado grau de ansiedade e 

depressão (DAYALU; ALBIN, 2015). 

Frente ao fato que o tratamento da DH apresenta apenas ação sintomática e modesta 
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sobre a evolução clínica da doença, algumas moléculas têm sido testadas no intuito de 

encontrar uma capaz de curar ou retardar a progressão da DH. Diante disso, a utilização de 

substâncias com atividade antioxidante na terapia, já testada em modelos in vitro e in vivo 

com modelos da DH, tem sido considerada uma promissora estratégia terapêutica na pesquisa 

de novos fármacos para o tratamento da DH (JOHRI; BEAL, 2012). 

Estudos realizados em animais e humanos têm indicado que compostos fenólicos e 

polifenólicos, assim como seus derivados possuem ação antioxidante e são capazes de 

diminuir o prejuízo neuronal por meio da diminuição do estresse oxidativo, restauração de 

algumas funções mitocondriais e prevenção de apoptose de neurônios dopaminérgicos 

(DUTTA; MOHANAKUMAR, 2015; ROSHAN; TAMBO; PACE, 2016). 

O ME é um fenilpropanóide cuja formula estrutural é mostrada na fig. 3. É uma 

molécula pequena, altamente lipofílica e não iônica, características estas que conferem sua 

rápida absorção após a ingestão e um pico de concentração plasmática em aproximadamente 

15 minutos, que é seguido de um pico secundário em até 300 minutos. Sua biodisponibilidade 

por via oral em ratos é considerada baixa (≤ 9,2%), com um tempo de meia vida de 

aproximadamente 100 minutos, sendo metabolizado por meio de isoenzimas do citocromo 

P450 e rapidamente excretado na urina (GARDNER et al., 1997; HONG et al., 2013).  

Por meio de estudos in vitro e in vivo observou-se ações biológicas do ME, dentre 

elas, ação anestésica por meio da inativação dos canais de Na+ periféricos (WANG et al., 

2015), antianafilática devido à inibição da liberação de histamina por antígenos específicos, 

bem como não específicos (SHIN; LEE; KIM, 1997), antinociceptiva baseada na ativação de 

receptores GABAA, mecanismo pelo qual pode inibir o desenvolvimento de hiperalgesia via 

receptores NMDA (YANO et al., 2006), antioxidante e anti-inflamatória por meio da ação 

direta na eliminação de radicais livres via up-regulation de enzimas antioxidantes como 
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catalase e a Mn-SOD e pela redução da expressão de citocinas pró-inflamatórias, tais como 

IL-1β, IL-6 e TNF-α (CHOI et al., 2010). 

Contudo, devido a semelhança química com carcinógenos (safrol, isosafrol e estragol), 

o ME tem sido descrito como tóxico. Entretanto, em estudo realizado em ratos e 

camundongos foi observada toxicidade moderada, sendo a dose letal mediana de 810-1560 

mg/kg e 540 mg/kg, respectivamente (NATIONAL TOXICOLOGY, 2000). Enquanto que 

estudos de toxicidade prolongada mostraram que os efeitos tóxicos só apareceram quando os 

animais receberam uma dose muito acima dos níveis consumidos pelos seres humanos (0,49 a 

61 µg/g). As primeiras alterações observadas foram a lesão hepatocelular e o aumento do peso 

do fígado observado em doses ≥ 100 mg/kg (NATIONAL TOXICOLOGY, 2000; STANFILL 

et al., 2003). 

Levando em conta a importante ação do estresse oxidativo na patogênese da DH, a 

utilização de moléculas antioxidantes como o ME, cuja fórmula estrutural é mostrada na 

Figura 3, um fenilpropanóide, constituinte natural de plantas aromáticas e seus óleos 

essenciais, tais como, Myristica fragans, Ocimum basilicum, Pimenta officinalis e 

Cinnamomum oliveri, (DING et al., 2014; LAHLOU et al., 2004) tem despontado como 

objeto de estudo. 

Figura 3 — Fórmula estrutural do ME 

 

Fonte: Lahlou et al., 2004. 
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2 HIPÓTESE 
 

	 Em função da ação biológica como antioxidante descrita para o ME, partimos da 

hipótese que o tratamento com esta substância possa reduzir os déficits comportamentais e 

histológicos em um modelo animal de DH induzido pelo 3-NP, em ratos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3 OBJETIVOS 
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3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a capacidade neuroprotetora do ME frente às alterações comportamentais e 

histológicas no modelo experimental de DH induzido pela 3-NP, em ratos Wistar. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

� Investigar a atividade antioxidante in vitro do ME pelos métodos do DPPH, da atividade 

antioxidade total (AAT) e peroxidação lipídica (pelo método malonaldéido); 

� Determinar evolução da massa corporal absoluta e relativa; 

� Analisar a possível ação neuroprotetora do ME contra as alterações comportamentais e 

motoras induzidas pela 3-NP em ratos avaliados nos testes do campo aberto (para avaliação 

da atividade locomotora), rotarod (para avaliação da coordenação motora).  

� Examinar o grau de neurodegeneração por meio da análise histológica no estriado 

(caudado e putamêm). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1 Drogas e reagentes 

 

Todos as drogas (ácido 3-nitropropiônico (3-NP), metileugenol (ME), xilazina e 

quetamina) e reagentes (álcool absoluto, formaldeído, fosfato de sódio monobásico, fosfato de 

sódio bibásico, cloreto de sódio, DPPH, fosfomolibdênio, ácido sulfúrico, molibdato de 

amônio,metanol, ácido linoleico, tampão fosfato, cloreto ferroso, etanol, tiocianato de amônio 

e tween 80) foram obtidas da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).	

O 3-NP foi dissolvido no veículo NaCl 0,9% e pH ajustado para 7,4. A manipulação da droga 

foi realizada em condições de baixa iluminação e imediatamente após, o material foi 

armazenado ao abrigo da luz. O ME foi diluído em uma solução aquosa de tween 80, a 2%. 

 

4.2 Análise de sobrevivência 

 

A dose da neurotoxina 3-NP foi escolhida baseda na literatura (TUNEZ et al., 2010) e 

também norteada por meio de estudo prévio do nosso grupo de pesquisa (NÓBREGA, 2013), 

onde um grupo experimental com 15 animais foi tratado com 3-NP 20 mg/kg/dia, por 7 dias e, 

obteve-se uma taxa de sobrevivência de 60 %. 

 

4.3 Avaliação das atividades antioxidantes in vitro 

 

4.3.1 Ensaio do DPPH� 

	

A capacidade de remoção de redicais livres do ME foi realizada usando o ensaio do 

DPPH (Blios, 1958). Uma alíquota do composto teste, 0,04 mL de diferentes concentrações 
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(3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 mg/mL) foi misturada com 0,25 mL da solução de DPPH� em 

metanol. Após 25 minutos de incubação no escuro foi medida a absorbância 

colorimetricamente em 517 nm. Quercitina (1, 3 e 5 mg/mL) foi utilizada como padrão. O 

resultado foi expresso com o percentual de atividade e a IC50 foi calculada.  

SRL [DPPH] (%) = (Ac – Aa) x 100  
                      Ac 

Onde: Aa = Absorbância da amostra, Ac = Absorbância do controle e SRL = Sequestro de 

radicais livres. 

 

4.3.2 Ensaio da atividade antioxidante total 
	

Cem microlitros de cada concentração do ME (5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125 mg/mL) 

foram misturados a 1 mL da solução de fosfomolibdênio (600 mM de ácido sulfúrico, 28 mM 

de fosfato de sódio e 4 mM de molibdato de amônio), e incubados em água a 95 °C por 90 

minutos. Após o retorno à temperatura ambiente de cada solução, a absorbância de cada 

concentração foi mensurada colorimetricamente a 695 nm contra um branco (1 mL de solução 

e 0,1 mL do metanol) (Pietro, et al., 1999). A atividade antioxidante total foi calculada pela 

fórmula: 

ATT (%) = (Ac – Aa) x 100 

          (Aaa – Ac) 

Onde: Ac = Absorbância do controle, Aa = Absorbância da amostra, Aaa = Absorbância do 

ácido ascórbico e ATT = Atividade antioxidante total.  

 

4.3.3 Ensaio da peroxidação lipídica 
	

A peroxidação lipídica foi determinada segundo Kikuzaki e Nakatani (1993). 

Duzentos microlitros de cada concentração do ME (300, 200, 100 e 50 mg/mL), do controle 

positivo (quercitina) (1, 3 e 5 mg/mL) e do branco (metanol) foram misturados com 0,2 mL 
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da solução de ácido linoleico (2,5 M), 0,4 mL de tampão fosfato (20 mM, pH 7) e 0,2 mL de 

água destilada (volume final 1 mL). Posteriormente, foram incubados no escuro por 24 horas, 

a 40 ºC. Após a incubação, 0,05 mL da mistura foi adicionado a 0,05 mL de etanol (75%), 

0,05 mL da solução de tiocianato de amônio (0,3 M) e 0,05 mL de solução de cloreto ferroso 

(20 mM) em um uma placa de microtitulação de fundo chato. Após 3 minutos, foi mensurada 

a densidade ótica em espectrofotômetro a um comprimento de onda de 500 nm. A mistura 

original voltou para incubadora e o experimento foi realizado a cada 24h até 1 dia após o 

controle positivo atingir o seu valor máximo de absorbância. O resultado foi expresso em 

porcentagem de inibição e a IC50 foi calculada. 

I (%) = (Abs do controle positivo do último dia - Abs da amostra no último dia)  x 100 

                                         Abs do controle positivo do último dia 

Onde abs = absorbância e I = inibição. 

 

4.4 Animais 

 

Nos experimentos, foram utilizados ratos Wistar machos (Rattus norvegicus), com 3 

meses de idade, e com massa corporal variando entre 300-350 g. Os animais foram obtidos no 

biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal Pernambuco 

(UFPE). Os mesmos foram mantidos em condições controladas de temperatura (22 ± 2o C), 

umidade (55 - 65%) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas) com livre acesso à ração 

Presence (Purina, Paulínia, SP, Brasil) e água. O tratamento dos animais foi realizado em sala 

com controle de temperatura, na fase clara do ciclo e os experimentos na fase escura. 

Todos os protocolos experimentais foram submetidos e aprovados, com parecer sob o 

número 23076.026092/2017-26 (Anexo 1), na Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 

da UFPE, que está de acordo com o Concelho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal (CONCEA).		
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4.5 Grupos experimentais 

 

 Os animais foram divididos em 5 grupos (com 8 - 10 animais/grupo) e tratados por via 

oral (v.o.) por sete dias consecutivos com veículo (solução aquosa da tween 80 a 2%) ou ME 

(5, 15 e 25 mg/kg). Após 15 minutos, 3-NP ou NaCl 0,9% foram administrados por via 

intraperitoneal (i.p.) por 7 dias consecutivos, formando os seguintes grupos: 

● Grupo controle: solução aquosa de tween 80 a 2% (v.o.) e NaCl 0,9% (i.p.);	

● Grupo DH: solução aquosa de tween 80 a 2% (v.o.) e 3-NP (i.p.);	

● Grupo 3, 4 e 5: metileugenol 5, 15 e 25 mg/kg (v.o.) e 3-NP (i.p).	

 

4.6 Evolução da massa corporal 

 

A massa corporal foi observada diariamente, por meio de balança eletrônica 

(TORREY, modelo: L-PCR-20), para o cálculo de sua variação (absoluta e relativa) e para 

ajuste das doses. O cálculo foi realizado segundo a fórmula abaixo: 

 

Δ de ganho de massa = (massa do 9º dia – massa do 1º dia) x 100 (%) 
                                                             massa do 9º dia 

 

e 

Δ de ganho de massa = (massa do 9º dia – massa do 1º dia) (g) 
 

4.7 Testes Comportamentais 

 

Após 24 h do último pré-tratamento, foram realizados os testes comportamentais. 
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4.7.1 Avaliação do efeito do ME sobre atividade locomotora no teste do campo aberto 
	

O teste do campo aberto foi utilizado com o objetivo de avaliar a motricidade e 

atividade exploratória dos animais segundo o procedimento descrito por Nowak (2003). O 

aparelho usado constitui-se de uma arena circular (um circulo de madeira com 90 cm de 

diâmetro e parede com 31,5 cm de altura). As paredes e o piso da arena são todos brancos, o 

piso é dividido com linhas pretas em 20 pequenos quadrantes (Figura 4). O aparato foi 

colocado em uma sala escurecida, tendo a intensidade de luz aferida com luxímetro digital 

(Minipa, MLM-1011), onde foi observado 1 lux. Os animais foram colocados 

individualmente no centro do campo aberto e seu comportamento foi avaliado por 5 minutos, 

de acordo com os parâmetros: frequência de locomoção (penetrar em uma unidade de 

quadrante com as quatro patas), levantar (retirada das duas patas dianteiras, com apoio ou não 

das mesmas sobre a parede do campo, e se apoiando sobre as patas traseiras), tempo de 

imobilidade (ausência de atividade motora, permanecendo estático em relação à cabeça, ao 

tronco, às patas e a cauda), tempo de latência para início do movimento (tempo que o animal 

levou para sair do primeiro quadrante no centro da arena) e total de limpeza. 

Os tempos de imobilidade e latência para o início do movimento foram mensurados 

com auxílio de cronômetro. Após a retirada de cada animal, a arena foi limpa com uma 

solução de álcool a 5% (NOWAK et al., 2003).  
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Figura 4 — Teste do campo aberto 

	

Fonte: Lopes et al, 2017 

 

4.7.2 Avaliação do efeito do ME sobre atividade locomotora no teste do teste rotarod 
	

O teste do rotarod é uma metodologia utilizada para avaliar a coordenação motora do 

animal, por meio do tempo de permanência deste em uma barra giratória com 7,0 cm de 

diâmetro, elevada 25 cm acima do piso em 25 rotações por minuto (rpm) (Figura 5). Para a 

execução do teste, cada animal foi previamente submetido a duas sessões de 60 segundos para 

aclimatização ao equipamento antes da indução/tratamento. Foram utilizados apenas os 

animais que conseguiram ficar mais de 60 segundos andando sobre a barra giratória durante o 

treinamento. Após o período de pré-tratamento, os animais foram submetidos novamente ao 

equipamento por um período de 180 segundos, e o tempo de permanência foi registrado 

(KUMAR; KUMAR, 2009). 
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Figura 5 — Teste do rotarod 

 
Fonte: Lopes et al, 2017 

 

4.8 Dissecação da área cerebral núcleo estriado (caudado, putâmem e globo pálido) e 

posterior análise histológica 

 

Ao final do período de experimentação, os animais foram anestesiados por via 

intraperitoneal (i.p.) com xilazina, 6 mg/kg + quetamina, 60 mg/kg e eutanasiados por 

decapitação cervical. Em seguida, os cérebros foram removidos e fixados em formaldeído 

10% por 24 horas, em seguida colocados em álcool 70%. As amostras foram emblocadas em 

parafina e seccionadas em 5 µm de espessura usando micrótomo. Foram feito cortes coronais 

na altura do núclo estriado e posteriormente coradas com hematoxilina e eosina e examinada 

quanto a alterações histopatológicas usando microscópio óptico. 

 

4.9 Desenho experimental dos testes comportamentais 
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O protocolo foi realizado no intervalo de 13 dias, constituído pelos períodos de 

aclimatção, adaptação ao rotarod, protocolo experimental, testes comportamentais, repetição 

do teste do labirinto e eutanásia, como mostra a figura 6.  

Figura 6 — Desenho experimental 

 
T.C. = testes comportamentais (labirinto T elevado, campo aberto e rotarod)	
Fonte: Autor 

	

4.10 Análise estatística 

	

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (E.P.M) ou 

mediana + intervalo interquartil, quando necessário. A análise estatística foi realizada 

utilizando Graph Pad Prism 5.0. (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA). O teste 

Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para determinar a normalidade. A diferença entre grupos 

foi determinada por análise de variância (ANOVA) de uma via seguido pelo pós-teste de 

Dunnett’s ou pelo teste de Kruskal-Wallis, para dados não-paramétricos, seguido pelo pós-

teste de Dunn's. O nível de significância para rejeição da hipótese de nulidade foi fixado em 

5% (p ≤ 0,05). 
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Abstract 

 

Huntington disease (HD) is a neurological disturb caused by degeneration of striatal neurons. 

3-nitropropionic acid (3-NP) is an experimental model of HD. Substances that have 

antioxidant activity can reduce the behavioral changes of HD. Therefore, the methyleugenol 

(ME) was investigated whether will be able to mitigate behavioral parameters in experimental 

HD induced by 3-NP in wistar rats. Groups (8 – 10) were treated over 7 days with water or 

ME (5, 15 and 25 mg/kg, p.o.) and 15 minutes after, they received 3-NP (20 mg/kg, i.p.) or 

0.9% NaCl 24 hours after treatment, the animals were submitted to behavioral tests and 

histological analyzes from central nervous system (CNS). The data shown that ME15 = - 21 g 

reduced the body mass loss induced by 3-NP (control = - 72 g), the locomotor activity 

(control = 2 quad vs ME15 = 32 quad), motor coordination (control = 5 sec vs ME15 = 92 

sec), immobility time (control = 215 sec vs ME15 = 134.5 sec), latency time (control = 14 sec 

vs ME15 = 3 sec), memory retention (control = 0 % vs ME15 = 26.9 % and ME25 = 80.4 %). 

In the histological analyzes, the striatal changes induced by 3-NP were mitigated by treatment 

with ME15. In summary, the ME shown possible protector effect against behavioral and 

histological changes induced by 3-NP which were initially correlated with its antioxidant 

activity. 

 

Keywords: antioxidant; neurodegenerative disease; neuroprotection; oxidative stress 
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1. Introduction 

 

Huntington’s disease is a chronic neurodegenerative disturb, caused by an increase of 

trinucleotide cytosine-adenine-guanine (CAG) repeats into exon 1 of Huntington's gene 

leading to the mutant Huntingtin (mHtt) with an autosomal dominant pattern of inheritance 

(Sanchez-Diaz et al., 2016). The symptoms normally develop around 30 – 50 years old with 

progressive course leading to death 15 – 20 years after the onset (Ross and Tabrizi, 2011). 

The main characteristics are disorders that can be divided in motors, cognitive, 

neuropsychiatric and weight loss (Bates et al., 2015; Mestre and Ferreira, 2012). 

Healthy people have less than 27 repeatitions of CGA, when displaying 27 – 35 

repeats there hardly will be expansion and will not develop HD, 36 – 39 repeats exhibit 

variable penetration power and over than 39 repeats have high penetration power (Margolis 

and Ross, 2003).  

The symptoms arise, in part, due to cellular dysfunction and degeneration in brain-

specific regions, such as neostriatum, which corresponds to the caudate and putamen nucleus. 

However, others regions from basal ganglia and cortex are affected, mainly in advanced 

disease course (Hadzi et al., 2012; Pillai et al., 2012). The symptomatology can emerge by of 

metabolism and mitochondrial biogenesis changes induced by the interaction between mHtt 

with dynamin-related protein 1 (DRP1) changing the transport and mitochondrial fusion, 

inhibiting the expression of peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-

alpha (PGC-1α) leading to alterations on mitochondrial respiratory regulations and reactive 

species metabolism (Damiano et al., 2013; St-Pierre et al., 2006). 

Nowadays, HD continues without cure. However, with treatment, that consists in 

specific methods for specific symptoms and some without pharmacology strategy. Thus, the 

oxidative stress caused by mitochondrial dysfunction associated to the pathogenic expansion 

of CAG trinucleotide regulates cellular neuronal and non-neuronal death. Although, those 

effects can be attenuated by treatment with antioxidant substances (Valencia et al., 2012). 

The methyleugenol (ME) is a phenylpropanoid, analogue of eugenol and natural 

constituent of a numerous essential oils from aromatic plants, among, Myristica fragrans H. 

(Myristicaceae), Ocimum basilicum L. (Laminaceae) and Pimenta officinalis Lindl. 

(Myrtaceae) (Lahlou et al., 2004). Some pharmacological properties have already been 

demonstrated from ME, such as, anesthetic (Wang et al., 2015), antianaphilactic (Shin et al., 

1997), antinociceptive (Yano et al., 2006), antioxidant and anti-inflammatory activity (Choi et 

al., 2010). 
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Taking into consideration the activities listed above, among others, demonstrated anti-

inflammatory and antioxidant capacity, it seemed important to us to analyze whether ME 

would be able to exert a neuroprotective action against some behavioral changes induced by 

3-NP in experimental model HD. 

 

2. Results 

 

2.1 in vitro Antioxidant activities 

 

Firstly, ME’s antioxidant capacity was measured by different methods, such as DPPH, 

TAA, Lipid Peroxidation. In these assays, ME showed a concentration that inhibits 50 % of 

radical (IC50) of 7.56; 1.01 and 55.48 mg/mL, respectively, as shown in table 1. 

 
Table 1. Effect of methyleugenol on the in vitro antioxidant activities. 
 

Samples DPPH 
IC50 (mg/mL) 

TAA 
IC50 (mg/mL) 

Lipid Peroxidation 
IC50 (mg/mL) 

ME 7.26 
(7.00 a 7.52) 

1.01 
(0.89 a 1.15) 

55.48 
(48.91 a 62.93) 

quercitin  0.02 
(0.02 a 0.02) 

0.50 
(0.44 a 0.56) 

6.70 
(4.33 a 10.36) 

The values in parentheses indicate the variation coefficient. TAA: total antioxidant activity, DPPH: 1,1-
diphenyl-2-picrylhydazyl and IC50: concentration that inhibits 50% of radical. 
 

2.2 Effect of ME on absolute and relative body mass in rats treated with 3-NP   

 

The systemic treatment with 3-NP over seven days induced significant reduction 

on rat body mass when compared vehicle group. Further, the body mass reduction of rats 

treated with 3-NP was significantly attenuated with a ME pretreatment (15 mg/kg, p.o.) when 

compared to the control group (p<0.05), as shown in figure 1A. The same standard changes 

were observed on relative mass, as shown in figure 1B.  
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Fig 1. ME pretreatment effect (5, 15, 25 mg/kg, p.o.) on rat body mass in the HD experimental model induced by 
3-NP (20 mg/kg, i.p). (A) Absolute body mass (g) and (B) relative body mass (%). Data was expressed as 
median ± interquartile range (n = 8 – 10/group). The differences between the groups were determined by 
Kruskal-Wallis test followed by Dunn`s test. ## p < 0.01 vs control group, **** p < 0.0001 vs vehicle group. 
The vehicle group received 2% tween 80 water solution (p.o.) and 0.9 % NaCl solution (i.p).  
 
 
2.3 Behavioral tests  
 

2.3.1 Effect of ME on the 3-NP induced alterations in the locomotor activity evaluated in the 

open field test 

 

After 3-NP induction, the animals demonstrated a significant reduction in the number 

of quadrants crossed (fig. 2A) and in rearing number (fig. 2B), increase on latency (fig. 2C) 

and immobility time (fig. 2D) when compared to vehicle group. However, the number of 

quadrants crossed was significantly increased and the immobility time was reduced by the 

pretreatment with ME (15 mg/kg) when compared to control group. Already, the latency time 

was attenuated by ME (5 mg/kg, p.o.) when compared to control group (fig 2C). Although, 

the exploratory activity was not attenuated by ME (fig. 2B).  

 

 
Fig 2. ME pretreatment effect (5, 15, 25 mg/kg, p.o.) on locomotors activities (A), rearing (B), latency (C) and 
immobility time (D) on open field test in experimental rats with HD induced by 3-NP (20 mg/kg, i.p). The data 
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was expressed as median ± interquartile range (figures A, B and C) and as mean ± SEM (figure D), (n = 8 – 
10/group). The differences between groups were determined by Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s test for 
figures A, B and C, and by one-way Anova test, followed by Dunnett’s test for figure D. ##p < 0.01 vs control 
group and ****p < 0.0001 vs vehicle group. The vehicle group received 2 % tween 80 water solution (p.o.) and 
0.9 % NaCl solution (i.p). 
 

2.3.2 Effect of ME on the 3-NP induced alterations in the motor coordination evaluated in the 

rotarod test 

 

The systemic administration of 3-NP during seven days displayed a significant 

decrease on permanency time at the rolling bar when compared to vehicle group. However, 

the pretreatment with ME (15 mg/kg, p.o.) reduced this effect on motor coordination when 

compared to control group, as shown in fig. 3. 

 

 
Fig 3. Effect of ME pretreatment on 3-NP induced changes in locomotor activities and motor coordination on 
rotarod test in experimental rats with HD induced by 3-NP (20 mg/kg i.p). The data was expressed as median ± 
interquartile range (n = 8 – 10/group). The differences between the groups were determined by Kruskal-Wallis 
test, followed by Dunn’s test. #p < 0.05 vs control group and ****p < 0.0001 vs vehicle group. The vehicle 
group received 2% tween 80 water solution (p.o.) and 0.9 % NaCl solution (i.p). 
 

2.4 Histological analysis 

 

In the figure 5, A (caudate) and B (putamen and globus pallidus) correspond to vehicle 

group, where is possible to see intact neurons in normal quantity without neuropil 

vacuolization. When compared vehicle group with control group it can be seen that caudate 

has less neurons and more oligodendrocyte (fig. C), and putamen is characterized by neuropil 

vacuolization, in addition necrotic neurons with pycnotic nucleus, astrogiosis and microgliosis 

(fig. D). In the globus pallidus, the changes were similar to seen in putamen (fig. D). 

However, these change patterns were attenuated by pretreatment with ME (15 mg/kg). 

Although, not all animals had the expected protection, around 75% of animals showed 

caudate nucleus (fig. E), putamen and globus pallidus (fig F) with more neurons and without 

vacuolization when compared to control group (fig. C and D). 
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Fig 5. Effect of ME on 3-NP induced alterations in histological observations in the striatum of vehicle and 
experimental rats. Vehicle group exhibited normal histology (A and B, 400x). 3-NP induced depicted severe 
neuropyl vacuolization and neuronal degeneration (C and D, 400x). ME + 3-NP exhibited healthy neurons with 
few damaged cells and without vacuolization (E and F, 400x).   
 

3. Discussion 

 

In this study, the pharmacological capacity of ME at central level was evaluated 

against behavioural and histological changes induced by systemic treatment with 3-NP 

neurotoxin, that has as main effect inhibition of succinate dehydrogenase result of it structural 

similarity with succinate, a endogenous substrate, (REYNOLDS and LIN, 2000), mimicking 

some HD`s symptoms, including memory deficit, hypokinesia, impairment of gait and loss of 

body mass (WANG et al., 2017). Thus, firstly, we evaluated the antioxidant potential in vitro 

of ME, using three differents methodologies. It was performed a method which evaluate the 

free radical scavenging through electrons donation. It was chosen the DPPH�	 test. Then, the 

total antioxidant activity, which evaluate the reduction of metallic ions, that quantitatively 

determines the antioxidant capacity through the formation of the phosphomolybdenum 

complex, was evaluated. This test consist in the reduction of Mo (VI) to Mo(V) and the 
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subsequent formation of a molybdenum phosphate complex, Mo (V), which has the green 

coloration at acid pH (SHABBIR et al., 2013).  

Finally, it has been performed the lipid peroxidation inhibition test which consists of 

the induction of lipid peroxidation of a fatty acid, it was used the linoleic acid. If there is 

antioxidant product in the medium, there is inhibition in the production of peroxyl radicals 

(LOOH�). Thus, the ME showed antioxidant activity corroborating previous studies in vitro 

with neuronal cell culture (CHOI et al., 2010), in RAW264.7 cell culture, where was observed 

an inhibition of reactive oxygen species (ROS) generation, glutathione (GSH) and superoxide 

dismutase (SOD) depletion (ZHOU et al., 2017). Eugenol, an ME analogue, shown 

antioxidant and anti-inflammatory activity in LPS stimulated RAW264.7 cells (MURAKAMI 

et al., 2017).  

After that, the pretreatment period was started. The ME’s doses were chosen based on 

previous work, which used the precursor eugenol and on the pharmacokinetics characteristics 

already described for ME (HONG et al., 2013). In all analyzes the systemic administration of 

3-NP induced behavioral impairment, as well as loss of body mass when compared to vehicle 

group. This impairment is justified due to neurotoxin action that inhibits the mitochondrial 

complex II, breakdown of energetic metabolism with increase production of free radicals, 

oxidative stress and striatal and cortical damage (BINAWADE and JAGTAP, 2013; CHO and 

KIM, 2015). 

It may be noted that there was a significant loss of body mass in the group that was 

treated just with 3-NP when compared to vehicle group. Maybe, this loss result of 

mitochondrial dysfunction leading to metabolic dysfunction, mobilization of energy stocks 

and causing reduced apetite and food intake (KUMAR and KUMAR, 2009). However, when 

the animals were previously treated with ME 15 mg/mL this consequence was significantly 

attenuated, suggesting that the metabolic damage caused by the neurotoxin was mitigated by 

ME, possibly due to its antioxidant action. 

In these behavioral evaluations, it may be noted that the animals treated just 3-NP 

shown impairment locomotors and exploratory activities and cognitive function when 

compared to vehicle group. The striatal damage and bradykinesia induced by 3-NP can be, 

partly, responsible for reducing behavioral activities (GUYOT et al., 1997). However, the 

locomotors activities (seen in the open field), motor coordination (seen in the rotarod) were 

improved by pretreatment with ME 5 and 15 mg/kg, suggesting that damage and the 

bradykinesia were mitigated by treatment. Furthermore, studies shown that phenolic 

compounds have anti-amyloidogenic effect on amyloid β-protein (AB) in addition to well-



	 40	

known anti-oxidative and anti-inflammatory effects, hence suggesting their potential as 

therapeutic and/or preventive agents for cerebral Aβ amyloidosis, including Alzheimer`s 

disease and cerebral amyloid angiopathy (CAA) (YAMADA et al., 2015) and reduce 

behavioral changes induced by 3-NP neurotoxin, as for example the chrysin 

(THANGARAJAN et al., 2016). 

Some data corroborate the idea which behavioral symptoms of HD were associated 

with striatal damage and breakdown in homeostatic balance of dopamine (CHEN et al., 2013; 

JAMWAL and KUMAR, 2016). The HD has as main neuropathological factor the loss of 

striatal medium spiny neurons (Vonsattel and DiFiglia, 1998). Data shows that striatal 

medium spiny neurons corresponds at 90 – 95% of all striatal neurons and the others 5 – 10 % 

are the interneurons which can be divide in two main groups: GABAergic and colinergic 

interneurons (CHEN et al., 2013) and they play a fundamental role in pathophysiological 

mechanism of HD (GARDONI and BELLONE, 2015). 

The damage caused in striatum is the main feature of motor impairment associated to 

HD (JEON et al., 2016). In the histological evaluation was noted that animal treated just 3-NP 

shown histological changes when compared to vehicle group. However, this neuronal damage 

was attenuated by treatment with ME. In addition phenolic compounds, such as vanillin and 

4-hydroxybenzyl alcohol enhanced cell proliferation, neuroblast differentiation and 

integration of granule cells in the dentate gyrus of adolescent mice (CHO et al., 2016) and 

chrysin that was be able to reduced the neuronal cell damage induced by 3-NP 

(THANGARAJAN et al., 2016). 

In summary, on this study, the protective effect of ME against 3-NP induced 

neurotoxicity in Wistar rats had yielded more significant findings in some behavioral 

parameters and histological changes. Based on results showed in this study, it can be 

suggested that ME could have neuroprotective effect possibly through its antioxidant activity 

as shown in the free radical scavenging activity, total antioxidant activity and lipid 

peroxidation, improved behavioral parameters and reducing the neuronal cell damage as 

shown in the histological analyzes. 

 

4. Material and methods 

 

4.1 Reagents 
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All drugs (3-nitropropionic acid (3-NP), methyleugenol (ME), xylazine and ketamine) 

and reagents (absolute alcohol, formaldehyde, sodium phosphate monobasic, sodium 

phosphate bibasic, sodium chloride, DPPH, phosphomolybdenum, sulfuric acid,	ammonium 

molybdate, methanol, linoleic acid, phosphate buffer, ammonium thiocyanate,	 ferrous 

chloride,	ethanol and tween 80) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). 

ME was dissolved in 2% tween 80 and diluted in water and 3-NP was diluted using 

0.9% NaCl solution and the pH was adjusted to 7.4. The manipulation was performed under 

conditions of low light then it was stored without light. 

 

4.2 Antioxidant activities in vitro 

 

1,1-diphenyl-2-picrylhydazyl (DPPH) assay 

 

The free radical removing capacity of ME was performed by using DPPH assay. An 

aliquot of compound test, 0.04 mL, at various concentration (3.125; 6.25; 12.5; 25; 50 e 100 

mg/mL) was mixed with 0.25 mL of DPPH solution in methanol. After that the incubation 

without light of the mixture for 25 min, the absorbance was determined colorimetrically at 

517 nm (BLOIS, 1958). Quercetin was used as a standard. The results were expressed with a 

percentage activity and the concentration that inhibits 50 % of radical (IC50) was calculated.  

 

Total Antioxidant Activity (TAA) assay 

 

One hundred microliters of each concentration of ME (5; 2.5; 1.25; 0.625; 0.3125 

mg/mL) were mixed with 1 mL of phosphomolybdenum solution (600 mM of sulfuric acid, 

28 mM of sodium phosphate and 4 mM of ammonium molybdate), and incubated in water 95º 

C for 90 min. After returned to room temperature, the absorbances of each concentration were 

measured colorimetrically at 695 nm (PRIETO et al., 1999). Quercetin was used as standard. 

Results were expressed as percentage activity and IC50 was calculated. 

 

Lipid Peroxidation 

 

Two hundred microliters of each concentration of ME (300, 200, 100 and 50 mg/mL), 

positive control (quercetin) in differents concentrations (1, 3 and 5 mg/mL) and white 

(methanol solution) were mixed with 0.2 mL of linoleic acid solution (2.5 M), 0.4 phosphate 
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buffer (20mM, pH 7.0) and 0.2 of distilled water (final volume 1 mL). After that, they were 

incubated without light for 24 hours in 40º C. Then, 0.05 mL of mixture were added to 0.05 

mL of ethanol (75%), 0.05 mL of ammonium thiocyanate solution (0.3 M) and 0.05 mL of 

ferrous chloride solution (20 mM) in a flat background microtiter plate. After 3 minutes, the 

optic density was measured in spectrophotometer in 500 nm. Then, the original mixture 

returned from incubation and the experiment was performed each 24 hour until one day that 

positive control get its maximum value of absorbance (KIKUZAKI and NAKATANI, 1993). 

The results were expressed in percentage inhibition and the IC50 was calculated.  

  

4.3 Animals 

 

Male Wistar rats (Rattus norvegicus var. albinus) weighing up between 300 – 350 g 

and 90 days of life were used for neuroprotective experiments. The animals were obtained at 

the Department of Physiology and Pharmacology from the Federal University of Pernambuco 

(UFPE). They were kept under standard conditions of light and dark cycle (12 h dark/light 

cycle) and temperature (22 ± 2 ºC) with water and commercial feed Presence (Purina, 

Paulínia, SP, Brazil) ad libitum. All experimental methods were submitted and approved by 

the Animal Experimentation Ethics Committee of the UFPE, under license 

23076.026092/2017-26 in accordance with the National Institute of Health Guide for the Care 

and Use of Laboratory Animals. 

  

4.4 Experimental groups 

 

The animals were randomly divided in 5 groups (n = 8 – 10/group) and they were 

pretreated for seven days. They received vehicle (water 10 mL/kg, p.o.) or ME as 

pretreatment. Fifteen minutes after, they received administration of the mitochondrial 

neurotoxin 3-NP (20 mg/kg, i.p.) for induce HD or vehicle 0.9% NaCl solution, i.p. 

 

Group 1 (control): received vehicle p.o. and 0.9% NaCl solution i.p. 

Group 2 (HD): received vehicle p.o. and 3-NP i.p. 

Group 3 (ME 5 mg/kg): received ME p.o. and 3-NP i.p. 

Group 4 (ME 15 mg/kg): received ME p.o. and 3-NP i.p. 

Group 5 (ME 25 mg/kg): received ME p.o. and 3-NP i.p. 
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4.5 Body weight measurement 

 

Each animal was weighed prior of the daily treatment of ME, vehicle and 3-NP. 

 

4.6 Behavioral tests 

  

4.6.1 Open field test 

 

Open field apparatus is a circle made of wood, 90 cm in diameter and the floor divided 

in 20 quadrants. This test was performed in a darkened room, the light was measured by 

digital lux meter showing up 0-lux. Each animal was allowed to occupy the center of the open 

field, the start time for first movement (latency), number of squares crossed (locomotor 

behavior), rearing numbers, immobility time (exploratory behavior) and grooming numbers 

were measured through direct visual observation for 5 min (NOWAK et al., 2003). 

 

4.6.2 Rotarod activity 

 

All animals were evaluated for motor ability and balance by using the rotarod 

apparatus (Insight, Ribeirão Preto, SP, Brazil). The rats were done two training session before 

initialization of therapy to acclimate them to rotarod apparatus. Rats were placed on the 

rotating rod with a diameter of 7 cm (speed 25 rpm). The cut off time was 3 minutes. Each rat 

was analyzed, and the animal permanency time was record (KUMAR and KUMAR, 2009).  

 

4.7 Histological analysis 
 

After experimental period, the animals were anesthetized intraperitoneally with 

xylazine, 6 mg/kg + ketamine, 60 mg/kg. Then, they were euthanized by cervical 

decapitation. After that, the brain was removed and fixed in 10% formaldehyde for 24 hours. 

Then, they were put in 70% alcohol. After, they were embedded in paraffin blocks and 

sectioned at 5 µm thickness using microtome. The obtained sections were stained with 

hematoxylin and eosin and examined for histological changes in the striatum nucleus 

(caudate, putamen and globo pallidos) using optical microscope.	

 

4.8 Statistical analysis 
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Data expressed as mean ± S.E.M for parametric data and it was expressed as median 

with interquartile range for non-parametric data. The statistical analyzes was performed using 

GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA). The Kolmogorov-

Smirnov test was used for measuring the normality. The differences between groups was 

assessed by one-way ANOVA followed by Dunnet’s for parametric data or Kruskal-Wallis 

followed by Dunn’s for non-parametric data. The significance level accepts was 5% (p ≤ 

0.05). 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

O metileugenol (ME) amenizou as alterações comportamentais e histológicas 

induzidas pelo tratamento com 3-NP, sugerindo possível efeito neuroprotetor o qual foi 

inicilamente correlacionado a sua atividade antioxidante. Contudo, são necessários novos 

estudos visando avaliar os mecanismos envolvidos na neuroproteção induzida pelo tratamento 

com ME.  
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