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RESUMO

O metileugenol € uma substancia encontrada nos 6leos essenciais de varias plantas
aromaticas e que possui atividade antioxidante e neuroprotetora. Logo, pareceu-nos
atraente investigar o possivel efeito dessa substancia em aspectos comportamentais
(motores e cognitivos) em um modelo experimental de doenca de Parkinson induzido
por rotenona. Para isso, seis grupos de ratos Wistar (n=8-13/grupo) foram pré-tratados
por gavagem durante 5 dias consecutivos com veiculo (tween 80 a 2%), levodopa +
carbidopa (0,75 + 7,5 mg/kg) ou metileugenol (ME 5, 15 ou 37 mg/kg). Dez minutos
depois, foi administrada a neurotoxina rotenona (1,5 mg/kg durante trés dias + 1 mg/kg
por dois dias, s.c). Vinte e quatro horas apos o ultimo tratamento, foram realizadas
avaliacdes comportamentais nos animais, por meio dos testes de catalepsia, campo
aberto, rotarod e labirinto T elevado. Os resultados demonstraram que a melhor dose
de rotenona, para inducéo do parkinsonismo com maior taxa de sobrevivéncia, foi de
1,5 mg/kg (por trés dias) + 1 mg/kg (por mais dois dias). Com isso a administracéo de
rotenona produziu perda de massa corporal (-36,00 + 8,20 g); diminuicdo no consumo
de racgdo (variagao del8,85 + 1,33 para 0,58 + 0,34 g); acinesia (6,00 s) no teste da
catalepsia; hipolocomocéo (1,50 quadrantes) e aumento da imobilidade (260,70 +
12,81 s) no campo aberto; incoordenacao motora (1,00 s) no teste do rotarod e déficit
de memoaria (0,00 %) no teste do labirinto T elevado. Enquanto que a administracéo
previa de levodopa + carbidopa conseguiu reverter esses sintomas, exceto o déficit de
memo©ria. E o pré-tratamento com metileugenol na dose de 5 mg/kg conseguiu reverter
a diminuicdo no consumo de racao ( variacdo de 9,90 + 1,39 para 10,38 £ 0,23 g),a
acinesia (1,00 s), a hipolocomocéo ( 17,00 quadrantes), a imobilidade (186,30 + 16,60
s) e a incoordenacao motora (54,00 s), porém nao reverteu a perda de massa corporal
(-32,62 + 5,83 g) e o déficit de memoaria (40,20 %).Dessa forma, sugerimos que o ME
na dose de 5 mg/kg apresenta um efeito antiparkinsoniano que pode estar relacionado
possivelmente a sua atividade antioxidante e neuroprotetora, indicando um possivel

beneficio terapéutico para a doenca de Parkinson.

Palavras-chave: Neuroprotecdo. Doenca de Parkinson. Rotenona. Metileugenol.
Avaliagdo comportamental.



ABSTRACT

Methyleugenol is a substance found in essential oils of various aromatic plants and
has antioxidant and neuroprotective activity. Therefore, it appeared to us attractive to
investigate the possible effect of this substance on behavioral (motor and cognitive)
aspects in an experimental model of Parkinson's disease induced by rotenone. For
this, six groups of Wistar rats (n = 8-13 / group) were pretreated by gavage for 5
consecutive days with vehicle (tween 80 and 2%), levodopa + carbidopa (0.75 + 7.5
mg / a), or methyleugenol (ME 5, 15 or 37 mg / kg). Ten minutes later, a neurotoxin
rotenone (1.5 mg / kg for three days + 1 mg / kg for two days, s.c.) was administered.
Twenty-four hours after the last treatment, through catalepsy, open field, rotarod, and
high T labyrinth tests. The results show that the best dose of rotenone for induction of
parkinsonism with higher survival rates was 1.5 mg / kg (for three days) + 1 mg / kg
(for two days). With this administration of rotenone it produces loss of body mass (-
36.00 + 8.20 g); reduction in feed intake (variation from 18.85 + 1.33 to 0.58 + 0.34 g);
akinesia (6.00 s) without catalepsy test; hypolocomotion (1.05 quadrants) and
increased immobility (260.70 = 12.81 s) in the open field; motor incoordination (1.00 s)
in the rotarod and memory deficit (0.00 %) in the high T labyrinth. While prior
administration of levodopa + carbidopa has been able to reverse these symptoms,
except for memory deficit. Pretreatment with methyleugenol at a dose of 5 mg / kg was
able to reverse the reduction in feed intake (variation of 9.90 + 1.39 to 10.38 + 0.23 g),
akinesia (1.00 s), immobility (186.30 + 16.60 s) and motor incoordination (54.00 s), but
did not reversed the loss of body mass (-32.62 + 5.83 g) and memory deficit (40.20 %).
Thus, we suggest that ME at a dose of 5 mg / kg has an antiparkinsonian effect that
may be related possibly its antioxidant and neuroprotective activity, indicating a
possible therapeutic benefit for Parkinson's disease.

Keywords: Neuroprotection. Parkinson's disease. Rotenone. Methyleugenol.

Behavioral assessment.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencga de Parkinson

O envelhecimento da populagdo mundial € um dos maiores desafios da saude
publica contemporanea. No Brasil, que ja foi considerado um pais de jovens, o nimero
de idosos (= 65 anos de idade) devera quadruplicar até 2060, ou seja, sera de 58,4
milhdes (26,7% do total) segundo censo do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2013). E evidéncias demonstram que o envelhecimento e doencas
cronicas degenerativas que acometem a populacdo idosa sdo causadas em parte
pelos danos gerados por radicais livres (BHATTI et al., 2017; KEHRER e KLOTZ,
2015; KRAUSE, 2007).

De fato, doengas tipicas do envelhecimento como cardiopatias, acidente
vascular cerebral, catarata, osteomalacia, osteoporose, cancer, declinio cognitivo e
doencas neurodegenerativas (Alzheimer e Parkinson) estdo relacionadas com a

producado excessiva de radicais livres (KRAUSE, 2007).

A doenca de Parkinson é uma neuropatologia, que possui duas caracteristicas
principais: a primeira € a degeneracao progressiva dos neurdnios dopaminérgicos que
se projetam da substancia negra para o estriado. E a segunda € a presenca de
inclus@es intracitoplasmaticas conhecidas como corpusculo de Lewy nos neurénios

dopaminérgicos sobreviventes (DICKSON et al., 2017).

As manifestacdes clinicas da doenca de Parkinson surgem quando, pelo
menos, 80 — 85% do teor de dopamina no estriado diminui e 50 - 60% dos neurdnios
da substancia negra sdo destruidos. Logo, a degeneracdo progressiva da via
nigroestriatal € o mediador predominante para as manifestacdes clinicas dessa
doenca (BRAAK et al., 2004; FERNANDEZ, 2012).

1.1.1 Incidéncia e Prevaléncia

A doenca de Parkinson (DP) possui a segunda maior prevaléncia das doengas
neurodegenerativas, ficando atras apenas da doenca de Alzheimer. Tanto a incidéncia
como a prevaléncia da DP aumentam com a idade e a taxa de incidéncia geralmente

ocorre na faixa entre 1,5 a 22 em 100.000 habitantes/ano. Quando os estudos ocorrem


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kehrer%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26610815
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apenas em populacdes acima dos 55 anos, essa incidéncia aumenta para 410 a 529
em 100.000 habitantes/ano (WIRDEFELDT et al., 2011).

A incidéncia da DP esta proporcionalmente ligada a idade, e € mais elevada
nos homens em relacdo as mulheres. As possiveis causas que justificam a maior
incidéncia em homens incluem: maior exposi¢cao a toxinas ocupacionais do campo
(pesticidas como a rotenona), menores niveis de estrogénio (um horménio
neuroprotetor) e genes de suscetibilidade recessiva sobre o cromossomo X (TAYLOR
et al., 2007; WOOTEN et al., 2004).

Essa incidéncia acaba gerando uma grande prevaléncia da doenca de
Parkinson, que se revela de uma forma crescente e proporcional a idade, ou seja:
apresentam a doenca 41 em cada 100.000 mil individuos entre 40 a 49 anos; 107 em
cada 100.000 individuos entre 50 e 59 anos; 428 em 100.000 individuos entre 60 e 69
anos; 1.087 por 100.000 individuos dos 70 aos 79 anos; e 1.903 por 100.000 em
individuos com mais de 80 anos. Em relagéo ao sexo, tal prevaléncia, estd aumentada
significativamente nos homens (134 por 100.000) quando comparado a das mulheres
(41 por 100.000), em todo 0 mundo, exceto na Asia onde as taxas se mostram mais
equivalentes (PRINGSHEIM et al., 2014).

Segundo Barbosa et al. (2006), o Brasil possui uma prevaléncia de 330 em
100.000 habitantes, semelhante a de paises europeus e do oriente. E de acordo com
Dorsey (2007) no ano de 2005 o numero de individuos, acima dos 50 anos, com DP
no mundo, estava entre 4,1 e 4,6 milhdes. O mesmo autor fez uma projecéo para o

ano de 2030, onde esse numero dobraria para entre 8,7 e 9,3 milhdes.

1.1.2 Etiologia

Em mais de 95% dos casos, a etiologia da DP é desconhecida e essa forma
da doenca € denominada como DP idiopatica ou esporadica. No Brasil causas mais
frequentes, da doenca, foram as idiopaticas e as induzidas por drogas (BARBOSA et
al., 2006). Porém, estudos mostram (DICKSON et al., 2017; DUTY e JENNER, 2011,
GASSER, 2005) que varios fatores podem estar envolvidos, entre eles as
predisposicdes genéticas e a exposicdo a agentes ambientais toxicos. Logo, esses

dois fatores em conjunto teriam as condi¢cdes necessarias de provocarem a doenca.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Duty%20S%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jenner%20P%5Bauth%5D
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A hipétese de que toxinas ambientais poderiam gerar parkinsonismo foi descrita
apos a descoberta dos efeitos do 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), em
1982. Nessa época, os usuarios de drogas passaram a desenvolver sintomas
similares aos observados com a DP, ap6s o uso de meperidina sintética (analgésico
opioide), que apds andlise confirmou-se estar contaminada com MPTP. Os sintomas
da DP causados pelo MPTP ocorrem devido ao seu metabdlito 1-metil-4-fenilpiridina
(MPP*) que tem atividade téxica sobre neurénios dopaminérgicos. Essa toxicidade
acarreta em uma inducdo do quadro parkinsoniano irreversivel (LANGSTON et al.,
1999).

Outras toxinas consideradas ambientais também sao prejudiciais aos
neurénios dopaminérgicos, como o inseticida rotenona, o herbicida paraquat e o
fungicida maneb que causam disfungbes mitocondriais. Eles sdo utilizados como
modelos experimentais de DP, e estdo associados positivamente ao desenvolvimento
da doenca em humanos. Estudos epidemiolégicos mostraram que exposi¢cdes a tais
substéancias, juntamente com outros fatores, como permanéncia na residéncia rural e
na agricultura, foram correlacionados também ao desenvolvimento da DP (DUTY e
JENNER, 2011; KAMEL et al., 2014; WIRDEFELDT et al., 2011).

Os fatores genéticos, também estdo ligados ao surgimento da doenca de
Parkinson, jA que ocorre uma superexpressao de genes mutantes como LRRK2,
PINK1, o DJ-1 e o ATP13A2, que codificam a alfa-sinucleina, a principal proteina
componente dos corpos de Lewy (CARDONA e PEREZ-TUR, 2016; GASSER, 2005).

Outros fatores também se correlacionam positivamente com o surgimento da
doenca, tais fatores incluem: envelhecimento, neuroinflamacéo, disfuncéo
mitocondrial, estresse oxidativo, acdo do sistema imune, excitotoxicidade, exposicao
a metais (manganés e chumbo) e reducédo dos horménios apds retirada dos ovarios
(ELBAZ e MOISANA, 2008; HOSAMANI et al., 2014; LIPSKI et al., 2011; PARK et al.,
2014).

Apesar da diversidade de mecanismos patogénicos que foram propostos na
etiologia da DP nenhum ainda, foi confirmado, devido a dificuldade de estabelecer
qualguer elemento responsavel diretamente com a forma idiopéatica da doenca.
Porém, o requisito aparente é a inducdo da morte de neurbnios dopaminérgicos
(DICKSON et al., 2017; SULZER, 2007).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Langston%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10514096
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Duty%20S%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jenner%20P%5Bauth%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cardona%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26965686
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=P%C3%A9rez-Tur%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26965686
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1.1.3 Fisiopatologia

Os sinais e sintomas motores dessa doenca decorrem das alteracdes
funcionais, que ocorrem nos nucleos da base (NB). Essa é uma regido composta por
uma complexa rede de vias de neurbnios e nucleos que participam do planejamento
e aprendizagem dos movimentos voluntarios, estando também envolvida no controle
das funcgdes cognitivas e afetivas. Fazem parte dos NB o corpo estriado (CE) (formado
pelo nucleo caudado e putamen), o globo palido (GP), nucleo subtalamico (ST) e a
substancia negra (SN) situada no mesencéfalo (GOBBI et al., 2014; WICHMANN e
DELONG, 2003).

A SN é dividida em duas partes: a parte reticular, onde seus neurdnios sao
responsaveis pela producéo de acido gama aminobutirico (GABA) e a parte compacta,
que produz dopamina (DA). As células da parte compacta da SN inervam ricamente 0
ndcleo caudado e putamen (CE). Essa conexdo forma a via dopaminérgica
nigroestriatal, onde seus neur6nios estdo envolvidos no estimulo do movimento
intencional (GOBBI et al., 2014; ROSHAN et al., 2016).

Na doenca de Parkinson, ocorre uma degeneracdo dos neurdnios
nigroestriatais, causando uma deplecéo da concentracdo de dopamina no CE. Nesse
circuito, além da DA, outros neurotransmissores que também possuem papel
fundamental ficam desregulados, como por exemplo: 0 GABA, a acetilcolina (ACh), o
glutamato e a encefalina. As concentracdes de ACh néo se alteram na DP, mas, com
a deplecdo de DA, ocorre reducdo do efeito inibitério deste neurotransmissor nos
neurdnios do CE ricos em ACh, levando a uma hiperatividade relativa dos neurbnios
colinérgicos e, consequentemente, ao distirbio do movimento caracteristico do
Parkinson (XU et al., 2005).

A morte dos neurbnios nigroestriatal pode ser desencadeada por inUmeros
fatores, que compdem um cenario, que ainda, ndo esta bem compreendido. Porém,
um dos achados patolégicos mais frequentes na doenca de Parkinson é a presenca
dos corpusculos de Lewy. Estes sao inclusdes intracitoplasmatica formados por uma
forma de agregacdo anormal da proteina alfa-sinucleina, que deixa de ser hidrofilica

para ficar insoluvel. Esses agregados proteicos se acumulam nos neurdnios e podem


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roshan%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27563362
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acarretar em neurotoxicidade, com consequente morte neuronal e concomitante

reducado da estimulacéo dopaminérgica para o CE (BRAAK et al., 2003).

Além disso, também pode ocorrer uma ativacdo das células microgliais,
causando uma inflamacédo que eleva os niveis de citocinas e oxido nitrico na SN e CE.
Essa inflamacdo aumenta ainda mais a neurodegeracdo, ativando as células da
microéglia, acarretando em um ciclo, que se autoperpetua, tendo como resultado final
a morte neuronal (BLASZCZYK, 2017; WHITTON, 2007).

1.1.4 Quadro Clinico

As principais caracteristicas motoras da DP s&o: tremor em repouso,
bradicinesia (lentiddo na execugdo de movimentos e dificuldade de iniciar movimentos
voluntarios), rigidez muscular (determinando alteracdes posturais tipicas) e disturbio
de equilibrio (decorrente da perda de reflexos de readaptacdo postural), podendo
também apresentar disfuncbes ndo motoras (DICKSON et al., 2017; FERNANDEZ,
2012).

Esses sintomas motores causam uma maior dependéncia e uma reducao na
qgualidade de vida dos pacientes. Tais sintomas costumam aparecer primeiro em um
dos lados do corpo, e vao evoluindo para o outro lado de acordo com o avanco desta
doenca. Contudo, cada individuo pode ou ndo, manifestar todos os sintomas, sendo
que 30% desses ndo chegam a apresentar o mais classico deles, que € o tremor em
repouso (HAWKES et al., 2010; OLANOW et al., 2009).

Além desses sintomas motores, 0s pacientes que possuem a DP apresentam
sintomas neuropsiquiatricos, distarbios do sono, hiposmia, disfuncdo gastrointestinal,
reducdo da mimica facial, deficiéncia na fala, disfuncéo sexual e sintomas sensoriais.
Esses foram encontrados no estagio mais avancado da doenca, todavia podem
anteceder o aparecimento dos sintomas motores. Estudos sugerem que eles podem
ser considerados fatores de risco para o desenvolvimento da DP, bem como um
indicativo para o diagnostico formal (CONNOLLY e LANG, 2014; RANA et al., 2015).

Os sintomas ndo motores mais comuns Sao 0S heuropsiquiatricos. Essas
alteracbes podem ser: depressdo, mudanca de humor, disfuncdo cognitiva

(encontradas em todos os estagios da doenca), déficit de memdria, transtornos do


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Connolly%20BS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24756517
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controle de impulso, apatia, ansiedade, déficit de atencédo, alucinacdes, deméncia,

confusao, delirio, crises de panico, alteracdo sensorial e dor (RANA et al., 2015).

Disturbios comportamentais durante o sono, sdo caracterizados principalmente
durante o sono REM (Rapid Eye Movement) e sdo bastante comuns em pessoas
acometidas pela doenca. Segundo Gagnon et al. (2006), esses ocorrem devido a uma
possivel alteracao neurologica no tronco cerebral como perda de neurénios e acumulo
de corpos de Lewy no locus coeruleus e na SN. A hiposmia, que € uma diminui¢cado do
olfato, também € outro sintoma bastante comum na DP. Essa disfuncdo olfativa
decorre do acumulo de corpos de Lewy no bulbo olfatério (DOTY et al.,, 1988;

HAWKES et al., 1997).

Os sinais e sintomas da doenca de Parkinson, geralmente, tém progresséo
lenta e a confirmacéo do diagndstico pode levar varios meses e, até mesmo, anos,
apos o aparecimento dos primeiros sintomas motores. Consequentemente, o
processo neurodegenerativo vai estar num estdgio muito avancado quando o
diagnoéstico for estabelecido. Isso pode acarretar em baixa efetividade de um
tratamento farmacoldgico (BRAAK et al., 2004; FERNANDEZ, 2012).

1.1.5 Terapéutica

A doenca de Parkinson, por ter varias manifestacfes clinicas (motoras e néo
motoras) e ser uma doencga progressiva, possui um tratamento farmacolégico cada
vez mais desafiador. A estratégia de tratamento mais frequente € a de controlar os
sintomas motores incapacitantes e aliviar os outros sintomas, j& que ndo existem
agentes capazes de inibir a degeneracdo neuronal. Essas estratégias, inicialmente,
levam a uma melhora relativa dos sinais e sintomas (XU et al., 2005).

Porém, a medida que a doenca progride, os medicamentos perdem sua
eficacia, sendo necessario um aumento das doses e a substituicdo ou combinacao da
terapia. Estudos sugerem que o custo anual mundial com o tratamento farmacol6gico
da doenca de Parkinson esteja em torno de 11 bilhdes de dolares, sendo que o
tratamento fica de 3 a 4 vezes mais caro para 0s pacientes em estagios avancados
(OLESEN et al., 2012; XU et al., 2005).

Existem varias formas de interven¢des farmacoldgicas, tais como: drogas que

aumentam a producdo enddgena de DA (como a levodopa/L-Dopa), em geral utilizada
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juntamente com inibidores da enzima aminoacido aromatico descarboxilase de acéo
periférica (carbidopa e benzerazida); agonistas dopaminérgicos (bromocriptina,
pergolida, pramipexol e ropinirol), que sao utilizados frequentemente; drogas que
previnem a degradacgdo enddgena de DA (inibidoras da monoamina oxidase B (MAO-
B) como a selegilina e rasagilina); inibidores da catecol-O-metiltransferase (tolcapona
e entacapona); e antagonistas colinérgicos (benztropina e biperideno) (CONNOLLY e
LANG, 2014; LIPSKI et al., 2011; OLANOW et al., 2009).

Dentre esses, a levodopa permanece sendo considerada como o “padrao-
ouro” no tratamento da DP, pois, essa substancia € um aminoacido precursor de DA.
Embora seja oralmente ativa, ela possui uma absorcéo retardada junto com alimentos
ricos em proteinas, e depois de absorvida pelo intestino delgado, pode ser
descarboxilada pela enzima dopa-descarboxilase. Sendo assim, apenas uma
pequena parte chega inalterada ao SNC. A meia vida plasmética desse pro-farmaco
€ bastante curta, e ndo passa de noventa minutos. Portanto, altas doses se tornam
imprescindiveis, embora essas acarretem em efeitos colaterais como nauseas e
vomitos (MONTIOLI et al., 2016; NAGATSUA e SAWADAB, 2009).

Para poder reverter as objecdes da levodopa, aumentando a sua
biodisponibilidade, e bloqueando possiveis efeitos periféricos da dopamina, o pro-
farmaco é coadministrado com a carbidopa ou a benserazida, que séo inibidores da
enzima descarboxilase de aminoécido aromético. Tais inibidores ndo atravessam a
barreira hematoencefélica; portanto, aumentam a conversdo central de L-DOPA
(MONTIOLI et al., 2016).

Esse pro-farmaco possui efeitos significantes no inicio do tratamento da doenca
de Parkinson. Porém, o prolongamento da sua utilizacdo desenvolve nos pacientes
varios efeitos colaterais e, gradualmente, perde o seu efeito principal (MARSDEN e
PARKES, 1997). Um desses efeitos colaterais & conhecido como discinesias, sendo
uma implicagdo grave, caracterizada por movimentos musculares anormais,
involuntarios, excessivos, diminuidos ou ausentes e que atingem, aproximadamente,
50% dos pacientes (normalmente apos 3-5 anos). Também ocorre o fenébmeno do tipo
on-off, que sao flutuacbes do estado clinico, caracterizado por movimentos
coreoatetéticos nas extremidades, manifestando-se no auge do efeito da L-DOPA,
juntamente com as discinesias (KALINDERI et al., 2011; MARSDEN e PARKES,
1997).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Connolly%20BS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24756517
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Estudos demonstram que a maior frequéncia desses efeitos colaterais ocorre
devido a efeitos pré-oxidantes e toxicos da levodopa. Esta toxicidade causa um
estresse oxidativo devido a auto-oxidacao da dopamina, tornando, assim, a L-DOPA
nao sé o farmaco mais potente no tratamento da DP, como também o que causa mais
efeitos colaterais (GESI et al., 2001; LIPSKI et al., 2011; MENA et al., 1996; SULZER
e ZECCA, 2000).

Como as terapias para a doenca de Parkinson, descritas acima, possuem
suas proprias limitacdes ou efeitos adversos a longo prazo, os estudos vém se
concentrando no uso de diversos produtos de origem vegetal para o
tratamento/prevencdo dessa doenca. Principalmente por que tais produtos podem ter
atividades antiparkinsonianas devido a supresséo do estresse oxidativo, restauracao
de algumas fungbes mitocondriais e prevencdo de apoptose de neurdnios
dopaminérgicos (DUTTA e MOHANAKUMAR, 2015; ROSHAN et al., 2016).

Estudos em humanos e animais vém sugerindo também que terpenoides, que
possuem como nucleo os compostos fendlicos, quimicamente semelhantes a
levodopa, possuem atividade antiparkinsoniana. Essas atividades podem ser efeitos
antioxidantes e/ou anti-inflamatorios, que sdo capazes de neutralizar o prejuizo
neuronal, além de estabilizar ou regredir a progressdo de doencas
neurodegenerativas (Quadro 1). Isso motiva, assim, as pesquisas para identificar os
mecanismos de morte neuronal, bem como descobrir novos componentes para
controla-los (DUTTA e MOHANAKUMAR, 2015; ROSHAN et al., 2016).

O eugenol, acido feldrico, vanilina e curcumina, substancias que possuem o
nacleo fendlico, ja foram utilizados em modelos experimentais de Parkinson induzido
por rotenona. Estas substancias produziram bons resultados em testes
comportamentais e bioquimicos, e sua atividade antiparkinsoniana foi correlacionada
a efeitos antioxidantes, anti-inflamatoérios e neuroprotetores (DHANALAKSHMI et al.,
2016; QUALLS et al., 2014; OJHA et al., 2015; SILVA et al., 2014b;)

Logo, faz-se necesséario estudos com drogas que tenham potencial acao
neuroprotetora, com a finalidade de retardar a progressédo da doenca de Parkinson.
Assim, vérias dessas drogas que tém como alvo a disfuncdo mitocondrial, o estresse
oxidativo e/ou inflamacdo neuronal sdo candidatos primordiais para serem
neuroprotetores. Muitas dessas drogas neuroprotetoras ja estdo sendo submetidas a

ensaios clinicos e acredita-se que o tratamento ideal, para a DP, seria aquele em que
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se pode aliar a terapéutica convencional as drogas que evitam o desenvolvimento e
avanco desta doenca (ROSHAN et al., 2016; SEIDI e POTASHKIN, 2011).

Quadro 1 : Substancias que possuem em comum nucleo fendlico e sao utilizadas em
estudos com atividade antiparkinsoniana, antioxidante e/ou neuroprotetora.

HO

Substancia Estrutura quimica Referéncia
levodopa O COLAMARTINO et al. (2012)
HO
ISg A
HO NH
eugenol ITO et al. (2005)

acido feldrico

(0]
H
HO

OJHA et al. (2015)

o 0
o0
HO OH

OCHs HsCO

vanilina O DHANALAKSHMI et al.
(2016)
H
HO
OCH,
curcumina QUALLS et al. (2014)
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1.2 Modelos animais de doenca de Parkinson

Os modelos experimentais, utilizando animais, sdo importantes para o
desenvolvimento do conhecimento sobre as doengas neurodegenerativas. O seu uso
permite refinar as estratégias de pesquisa ajudando a investigar a causa da doenca,
0S mecanismos envolvidos na sintomatologia e as medidas terapéuticas que possam
retardar ou interromper a sua progressdo (MEREDITH et al., 2008).

A inducéo de sintomas, semelhantes aos da doencga de Parkinson, em animais
de laboratério pode ser feita de varias formas e esta dividida em: (1) modelos
induzidos por neurotoxinas (como o MPTP, 6-hidroxidopamina (6-OHDA), paraquat,
maneb e rotenona), (2) modelos induzidos por inflamacdo com lipopolissacarideo
(LPS), (3) modelos induzidos por farmacos (como haloperidol e reserpina) e (4)
modelos genéticos que expressam a-sinucleina. Entretanto, nenhum modelo abrange
perfeitamente todos os aspectos clinicos da doenca (DUTY e JENNER, 2011;
JOHNSON e BOBROVSKAYA, 2015).

Dentre esses modelos citados, os induzidos pelas neurotoxinas, s&o 0s mais
comumente utilizados para mimetizar a doenca de Parkinson. Tais substancias agem
geralmente destruindo o sistema catecolaminérgico, provocando, assim, os sintomas
da doenca. O MPTP é uma pré-toxina bastante utilizada em modelos animais para a
DP. Sua administracdo ¢é sistémica e, rapidamente, atravessa a barreira
hematoencefélica. Em seguida, esta substancia é oxidada em 1-metil-4-fenil-2,3-
diidropiridina (MPDP™), pela enzima monoamina oxidase B (MAO B), que logo produz
espontaneamente o MPP*, o metabdlito ativo que ir4 agir no complexo | da cadeia
transportadora de elétrons da respiracdo mitocondrial. O mesmo funciona também
como um excelente substrato para os transportadores de dopamina, sendo
transportado e acumulado nos neurénios dopaminérgicos (LANGSTON et al., 1999).

Em outros modelos, utilizando ratos, o MPTP ¢é injetado diretamente no
enceéfalo, pois a sua administragao sistémica crénica néo é tao eficaz devido aos altos
niveis de MAO B nos capilares do encéfalo, que forma uma barreira hematoenceféalica
enzimatica. Esse modelo possui a desvantagem de ndo apresentar inclusdes
intracitoplasmaticas nos neurdnios, semelhantes aos corpos de Lewy. O MPTP pode,
também, gerar efeitos sistémicos, afetando ndo s6 os neurbnios dopaminérgicos,

como também células periféricas e plaguetas (MEREDITH et al., 2008).
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A neurotoxina 6-OHDA possui sua estrutura quimica semelhante a dopamina e
noradrenalina, apresentando assim uma alta afinidade pelos transportadores de
membrana das catecolaminas. Uma vez dentro dos neurdnios, ela é oxidada,
formando radicais livres altamente toéxicos. Tal substancia possui uma natureza
quimica hidrofilica, que nédo permite atravessar a barreira hematoencefalica. Porém,
qgquando administrada por infusdo intracerebral, consegue produzir seus efeitos e
destruir os neurénios dopaminérgicos e noradrenérgicos. Outra desvantagem desse
modelo é que ndo consegue produzir inclusdes nos neurdnios semelhantes aos
corpos de Lewy (DAUER e PRZEDBORSKI, 2003).

O paraquat é um herbicida que tem a capacidade de atravessar a barreira
hematoencefélica, ser transportado por um carreador para dentro das mitocondrias e
produzir um ciclo redox que causa neurotoxicidade por meio da producao de radicais
livres. Essa substancia perturba, indiretamente, a funcdo mitocondrial por meio de
interacBes com o complexo |. Pesquisas mostram que ocorre uma progressiva perda
de neurdnios dopaminérgicos, pequenas, mas significativas, que acarreta em déficit
motor. Porém esse modelo ainda precisa ser melhor estabelecido (NUNES et al.,
2016). O maneb é um fungicida, que tem a capacidade de inibir o transporte de
glutamato e interromper a liberacdo de dopamina. Essa substancia, geralmente, é
coadministrada com o paraquat para aumentar a sua toxicidade (THIRUCHELVAM et
al., 2000).

1.2.1 Rotenona

A rotenona € uma isoflavonoide, pertencente a familia dos rotenoides, que é
produzida pelas raizes ou rizomas de legumes tropicais como Derris spp.,
Lonchocarpus e Tephrosia (CABIZZA et al., 2004). Essa neurotoxina € utilizada como
inseticida em plantacdes, pesticida e veneno para peixes por mais de cento e
cinquenta anos (RAVANEL et al., 1984).

Ela, juntamente com o0s outros rotenoides, sdo substancias muito
fotosensiveis, logo a radiacdo solar pode degrada-las rapidamente em alguns minutos
(CABIZZA et al., 2004). Com isso, sua manipulacdo deve ser feita com o minimo de
luz possivel e a mesma deve ser armazenada em frasco ambar.

Outra caracteristica da rotenona é ser uma substancia altamente hidrofébica

(Figura 1). Assim, ela consegue atravessar, facilmente, a barreira hematoencefalica,
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sem precisar de transportadores como os de dopamina, para provocar os seus efeitos
centrais (BETARBET et al., 2000).

Figura 1 - Estrutura quimica da rotenona.

OCH,
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Fonte: CABIZZA et al. (2004).

Sua principal caracteristica € de ser um potente inibidor do complexo | (enzima
NADH-desidrogenase), que € uma das cinco enzimas da cadeia transportadora de
elétrons presente na membrana interna mitocondrial, envolvida na fosforilagao
oxidativa para producgéo de adenosina trifosfato (ATP) (MURAI e MIYOSHI, 2016).

Com isso, ela interfere na respiracdo celular, pois, com tal inibicdo, os elétrons
provenientes da NADH ndo podem entrar na cadeia de transporte, o que resulta na
incapacidade de produzir ATP a partir da oxidacdo do NADH. Isso gera um aumento
na producdo de radicais livres que irdo acarretar numa inflamacao neuronal, uma
reacao microglial e, finalmente, induzir uma morte celular por apoptose (SEATON, et
al., 1997). Os radicais livres também irdo formar as espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio que irdo acarretar em um estresse oxidativo por acimulo de eletrodos.
Estes reagem e formam radicais hidroxilados, altamente toxicos que acarretam numa
peroxidacao lipidica, danos no DNA e desorganizacdo do citoesqueleto celular
(MARTINEZ e GREENAMYRE, 2012).

A administracdo da rotenona também altera a sinalizacdo do calcio nos
neurdnios, diminui a tirosina hidroxilase, causando uma disfuncdo proteossémica,
acumulo de ferro nigral, que facilita a formacao de citoplasma fibrilar e aumento de
inclus@es, contendo ubiquitina e alfa sinucleina (BETARBET et al., 2006; ZHANG et
al., 2017).

A intoxicacdo aguda por essa substancia leva a uma deplecdo de véarios

neurotransmissores, principalmente o de dopamina. A sua exposicao cronica pode
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levar também a deplecdo maior de outros neurotrasmissores como serotonina e

noroadrenalina (SANTIAGO et al., 2010).

Os sintomas motores da doenga de Parkinson, induzidos pela rotenona podem

variar conforme a via de administracdo, periodo de tratamento e dose utilizada.

Dependendo do modelo, alguns sintomas sdo bem mais evidenciados do que outros.

Porém, nenhum consegue reproduzir todos os aspectos clinicos da DP. O Quadro 2

expde alguns modelos animais da rotenona e sua correlagdo com o déficit motor e

perda da dopamina estriatal.

Quadro 2 - Modelos experimentais utilizando a rotenona.

Via de Periodo de Dose Perda de Déficit motor
administragdo | tratamento | utilizada | dopamina
(mg/kQ) estriatal
Inalacéo 30 dias 2,5 - Sem mudancas no teste do
campo aberto
Oral 1 -3 meses | 0,25-100 + Déficit de memoria;
Déficit motor no teste do rotarod
Infusdo 5dias-5 0,4-12 + Déficit motor e contracdes
estereotaxica semanas ua/kg espontaneas;
N&o ocorreu perda de massa
corporal
Subcutanea 4 - 30 dias 1,25-3 + Déficit motor, lentidédo de
movimentos e disturbios
posturais
Intravenosa 28 dias 2-3 + Déficit motor, rigidez e tremores
Intraperitoneal | 6 dias —2 2-3 + Déficit motor, rigidez,
meses anormalidade na postura

Legenda: (-) sem perda de dopamina no estriado. (+) perda de dopamina no estriado. Fonte: adaptado
de JOHNSON e BOBROVSKAYA (2015); ZHANG et al. (2017).

A infusdo estereotaxica tem sido bastante popular devido aos seus efeitos

adversos minimos e baixa mortalidade dos animais em comparagcdo com vias

sistémicas. Porém, mesmo com essas vantagens, tém sido relatadas dificuldades no
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procedimento da infusdo, como também uma necrose liquefativa e cicatrizacdo glial
resultante da sua toxicidade aguda (ROJAS et al., 2009). Além disso, alguns estudos
mostram resultados altamente variados sobre a expresséo da proteina alfa-sinucleina
(MULCAHY et al., 2012; XIONG et al., 2009).

A via oral ndo é tao utilizada devido aos longos periodos de tratamento dos
animais, como também os altos niveis de contaminacao, inviabilizando as pesquisas.
Enquanto que ratos que recebem a rotenona por uma forma sistémica (subcutanea,
intravenosa e intraperitoneal) pelo periodo de até um més, obtém uma degradacgéo
cronica progressiva da via nigroestriatal e uma expressdo da alfa-sinucleina
semelhante aguela observada na DP. Porém, esse tipo de administracdo pode gerar
uma toxicidade sistémica, levando a uma mortalidade nos animais (BETARBET et al.,
2002; JOHNSON e BOBROVSKAYA, 2015).

Os sintomas motores mais comuns do parkinsonismo induzido pela rotenona
séo: a bradicinesia, rigidez muscular e postura curvada (BETARBET et al., 2002).
Alguns dos sintomas ndo motores também sdo evidenciados, entre eles: hiposmia
(diminuicéo do olfato) (DOTY, 2012); disfuncéo gastrointestinal (DROLET et al., 2009);
distarbios no sono (GARCIA-GARCIA et al.,, 2005); diminuicdo da retencdo de
memoria (DOS SANTOS et al., 2013); ansiedade (GOKUL, 2014) e depressao (BURN,
2002).

Logo, a intoxicacdo pela neurotoxina rotenona € o suficiente para gerar um
estresse oxidativo, que ocasiona neurodegeneracdo seletiva na via dopaminérgica
nigroestriatal. Essa neurodegeneracdo ir4 produzir caracteristicas neuroquimicas,
neuropatolégicas, motoras e ndo motoras semelhantes as da doenca de Parkinson
(BETARBET et al., 2000; SHERER et al., 2007).

1.3 Testes utilizados no estudo da doencga de Parkinson

Os testes comportamentais sdo comumentes utilizados no estudo das
alteragcbes motoras e ndao motoras indzidas por rotenona. Essa neurotoxina induz
varios déficits motores associados a doenca, como: prolongamento da laténcia no
teste da catalepsia, inicio tardio dos movimentos, reducédo da atividade motora no
teste do campo aberto, reducao a resisténcia no rotarod e déficit cognitivo (JOHNSON
e BOBROVSKAYA, 2015).
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A catalepsia € uma mudanca fisiologica definida como uma incapacidade do
animal de responder a uma posi¢cdo nao natural imposta a ele. Esse comportamento
pode ser compreendido como uma incapacidade de iniciar um movimento voluntério,
caracteristica do parkisonismo, que estd correlacionado a rigidez muscular e a
acinesia (DUTY e JENNER, 2011). Esse teste geralmente € determiando por meio da
laténcia em que animal tira a suas patas dianteiras de uma barra, que fica elevada,
paralela a uma base (ALAM e SCHMIDT, 2004; DHANALAKSHMI,. 2016).

Figura 2 - Teste da catalepsia.

10 cm

9 cm

Fonte: do autor.

O teste do campo aberto € utilizado para avaliar a atividade motora, exploratéria
e respostas emocionais dos animais. Nesse teste o animal € colocado em uma arena
dividida em quadrantes, e o seu comportamento € observado e contabilizado em
varios parametros por um periodo de tempo (Figura 3). Os parametros variam entre
tempo para inicio dos movimentos, movimentos exploratorios verticais (atividade de
levantar) e horizontais (ambulagcédo), atividade de autolimpeza, imobilidade,
defecacédo, micgéo, entre outros, dependendo do objetivo do estudo (BROADHURST,
1957; ZHANG et al., 2017).

O inicio rapido dos movimentos esta correlacionado a um estado saudavel do
animal, enquanto que um inicio tardio pode indicar uma sedacao ou incapacidade de
iniciar um movimento voluntario. A contabilizacdo da atividade de levantar € um
parametro que pode ser usado para avaliar o comportamento e a capacidade

exploratéria do animal, onde o animal retira as duas patas dianteiras da base, se
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apoiando ou ndo sobre a parede da arena, e se apoiando apenas sobre as patas
traseiras. E também um método efetivo para a deteccéo de déficits motores em ratos
gue receberam a rotenona (FLEMING et al., 2004; JOHNSON e BOBROVSKAYA,
2015). A atividade de autolimpeza é uma acgéo considerada normal do animal saudavel
e pode ser contabilizada pelo nimero de vezes que o animal lambe o pélo ou
limpa/coca a sua face e demais regides do corpo. A imobilidade é contabilizada por
meio da auséncia de atividade motora, permanecendo estatico em relacdo a cabeca,
ao tronco, as patas e a cauda, e pode indicar acinesia (BERNARDI e PALERMO-
NETO,1979; TEEMA et al.,2016).

O parametro de ambulacdo dos animais é indicado pela quantidade total de
guadrantes que animal percorre, sendo que é contabilizado um quadrante quando o
mesmo penetra em uma unidade com as quatro patas. Em modelos animais de
doenca de Parkinson, a ambulacdo pode ser prejudicada por meio de: discinesias
orolingual, axial ou dos membros que interrompe a atividade locomotora voluntéria; de
movimentos circulares, que 0s animais podem realizar, em uma determinada area
estreita, que ndo contribui para o nimero total de quadrantes contabilizados e devido
a rigidez muscular (TEEMA et al., 2016; ZHANG et al., 2017).

Figura 3 — Teste do campo aberto.

Fonte: do autor.

O teste do rotarod é bastante utilizado em roedores para avaliar o aprendizado

de competéncias, a coordenagdo motora, desempenho muscular e o equilibrio. Esses
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parametros sao indicadores basicos da funcdo motora normal, e uma performance
ruim nesse teste indica uma deterioracdo dessa funcdo dentro de um estado
patologico (BROOKS et al., 2012). O teste consiste na observacéo dos animais sobre
uma barra que é mantida em rotacdo por um motor (Figura 4). Parametros como
tempo de permanéncia, a laténcia para a primeira queda e o nimero de quedas podem
ser registrados. E para a realizacdo dessa metodologia os animais precisam passar
por um treinamento para a aprendizagem da nova competéncia (DUNHAM e MIYA,
1957).

Figura 4 — Teste do rotarod.

Fonte: do autor.

A cognicdo e memoria dos animais podem ser mensurados pelo teste do
labirinto T elevado (Figura 5). Essa metodologia permite avaliar o desempenho da
memoria limbica e cognitiva em modelos experimentais de neurodegeneracdo em
ndcleos basais (KUMAR et al., 2006).

O teste consiste na contabilizagdo do tempo em que animal leva para entrar no
braco fechado em uma primeira sessao (laténcia inicial) e em uma segunda sessao
24h apos (laténcia repeticéo). Nesse teste, especula-se que a laténcia de repeticao
possa ser encurtada, pois o animal j& experimentou entrar no braco fechado antes (por
meio da laténcia inicial), gerando, assim, um maior percentual de retencdo de memoria
nos animais. Por meio desse percentual pode-se avaliar a tarefa de aprendizagem e

a memoria espacial a longo prazo (KAUR et al., 2011; SILVA et al., 2014b).
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Figura 5 — Teste do labirinto T elevado.

Fonte: do autor.

1.4 Estresse oxidativo

Os radicais livres sdo espécies quimicas que contém um ou mais elétrons
desemparelhados em sua orbita externa. Isso torna essas substancias altamente
reativas, que sdo capazes de interagir com qualquer composto situado proximo a
Orbita externa para atingir a sua estabilidade. Essas substancias passam a ter uma
caracteristica oxidante/redutora, que faz com que as mesmas provoguem ou resultem
em reacOes de oxido-reducdo (KEHRER e KLOTZ, 2015).

Em sistemas biol6gicos, a maioria desses radicais sdo espécies reativas de
oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNSs). A formacao de tais radicais
é parte fundamental da vida aerdbia e de seu metabolismo, pois sua formacéo é
resultado do processo de respiragao celular que ocorre nas mitocéndrias para poder
gerar ATP (GUTTERIDGE e HALLIWELL, 2000).

Existem trés EROs que sdo biologicamente importantes na fisiologia dos
mamiferos, pois participam do processo de defesa do sistema imune e da sinalizagéo
molecular, que séo: o superoxido (O2-), o peroxido de hidrogénio (H202) e o radical
hidroxila (OH-). Os organismos que produzem essas EROs geralmente possuem
mecanismos de defesas para a protecéo celular. Esses mecanismos podem ser do
tipo antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, que atuam conjuntamente contra a

exposicao aos radicais livres. Tais mecanismos conseguem neutralizar os agentes
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pré-oxidantes e manté-los em niveis adequados para a sobrevivéncia dos organismos
(KEHRER e KLOTZ, 2015).

Dos antioxidantes enzimaticos temos a enzima superoxido dismutase (SOD),
que catalisa a dismutacdo do superéxido em H202. Embora o peroxido ndo seja um
radical livre, ele continua sendo uma espécie reativa de oxigénio e pode ser perigoso,
uma vez que, facilmente, pode ser convertido em OH-. Logo, existem outras enzimas,
como a catalase e a glutationa peroxidase (GPx), que catalisam a reac&o do peroxido
de hidrogénio em agua (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

J& os antioxidantes ndo enzimaticos sdo compostos por algumas substancias
sintetizadas pelos organismos, como, por exemplo: bilirrubina, glutationa, acido Urico
e melatonina. Também sdo desse grupo aquelas substancias ingeridas por meio da
dieta regular como o acido ascoérbico, o alfa-tocoferol, o selénio, o cobre, o zinco, o
betacaroteno e os compostos fendlicos (SANDERS e GREENAMYRE, 2013).

Substéncias fendlicas ou polifendlicas sdo aquelas que possuem um ou mais
anéis aromaticos, contendo substituintes hidroxilados e/ou seus derivados,
substituindo pelo menos um dos hidrogénios. Esses compostos fendlicos podem atuar
nas plantas como antimicrobianos, antifingicos, fotorreceptores, atraentes visuais e
possuem, além dessas, a capacidade de serem antioxidantes. Logo, ha um
crescimento no interesse dos pesquisadores, sobre as suas atividades antioxidantes,
devido a sua capacidade de sequestrar e reduzir a formacdo de radicais livres
(RENDEIRO et al., 2015; ROSHAN et al., 2016).

Um desequilibrio entre a producéo dos agentes pré-oxidantes e da capacidade
de neutralizagcéo, por meio das defesas antioxidantes dos organismos, pode gerar
estresse oxidativo, jA que 0s excessos destas espécies reativas causam danos em
macromoléculas, entre elas, acidos nucleicos, lipideos e proteinas (SANDERS e
GREENAMYRE, 2013).

Os danos causados pelos radicais livres podem ser nos acidos nucleicos, como
DNA e RNA. Esses danos causam modificagdes que interferem na fungcao metabdlica
normal, instabilidade na producdo de proteinas, danos no genoma, gerando morte
celular gue pode ocasionar inUmeros processos patoldgicos. Tais processos resultam
muitas vezes em doencas tipicas do envelhecimento como cardiopatias, acidente

vascular cerebral, catarata, osteomalacia, osteoporose, cancer, declinio cognitivo e
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doencas neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson (BHATTI et al., 2017,
KRAUSE, 2007).

O excesso desses radicais também pode produzir danos celulares na
membrana lipidica, devido ao fato de os &cidos graxos poli-insaturados serem alvos
da oxidagdo por conta das multiplas duplas ligacdes. A peroxidacdo dos lipidios de
membrana (lipoperoxidacdo), promove reacdes deletérias que acarretam em
mudancas na estrutura e permeabilidade. Assim, ocorre uma perda da permeabilidade
ibnica, liberagédo do conteudo de lisossomos e formacao de produtos citotoxicos (como
malonaldeido e dienos conjugados), induzindo assim a morte celular (GUTTERIDGE
e HALLIWELL, 2000; KEHRER e KLOTZ, 2015).

O cérebro € um 6rgdo bem susceptivel a esses danos ocasionados pelo
estresse oxidativo, principalmente por causa dos altos niveis de acidos graxos poli-
insaturados e por conta dos baixos niveis de atividade antioxidante (MARIANI et al.,
2005). Além disso, alguns neurotransmissores também podem ocasionar um estresse
oxidativo, como 0 neurotransmissor dopamina, que pode ser degradado pela enzima
monoamino oxidase (MAO) e também por auto-oxidacdo. O metabolismo pela MAO
leva a formacdo do acido dihidroxifenilacético e H202 e a auto oxidacdo produz
dopamina-quinona e H202. Essas vias geram radicais livres e quinonas reativas que
podem ocasionar em uma toxicidade neuronal (GESI et al., 2001; SULZER e ZECCA,
2000).

Vérios estudos em tecidos cerebrais post-mortem de pacientes com a doenca
de Parkinson evidenciam a presenca de altos niveis de uma peroxidacéao lipidica e
elevacdo oxidacao proteica. Por isso, sugeriu-se que os radicais livres e o estresse
oxidativo estdo envolvidas na degeneracdo de neurénios dopaminérgicos (TSANG e
CHUNG, 2009).

1.5 Metileugenol

O metileugenol (ME) (Figura 6) é uma substancia da classe dos
fenilpropanoides, que possui varios sindnimos: 4-alil- 1,2-dimetoxibenzeno; éter
metilico de eugenila; 1,2-dimetoxi-4-(2-propenil) benzeno; 3,4-dimetoxi-alilbenzeno; 3-

(3,4-dimetoxifenil) prop-1-eno e éter metil eugenol.
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Figura 6 — Férmula estrutural do metileugenol.
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Fonte Ding, et al. (2014).

Essa substancia € uma molécula pequena, ndo idénica e altamente lipofilica.
Tais caracteristicas permitem ao ME uma rapida absorcédo apo6s a sua ingestao (sem
jejum), sendo mensurado no plasma a partir de 2 min. Ele atinge um pico de
concentracdo em aproximadamente 5 -15 minutos, que € seguido de um pico
secundario em até 300 minutos. Sua biodisponibilidade, apos a administracao via oral,
€ baixa (< 9,2%) e o tempo de meia vida dessa droga é de aproximadamente 100
minutos, sendo rapidamente excretado na urina (HONG et al., 2013; SCHECTER et
al. 2004).

Sua metabolizacdo é hepética, e se da por varias isoenzimas do citocromo
P450 (GARDNER et al., 1997). Suas vias de degradacéao incluem: oxidacao da cadeia
lateral alilica, formacao do &cido hidroxilico por meio da epoxida¢éo da dupla ligacéo
seguida de uma hidratacdo e hidroxilacdo do anel fenila (SOLHEIM e SCHELINE
1976).

Na natureza, essa substancia é um constituinte de varias plantas aromaticas e
de seus Oleos essenciais, como, por exemplo: Myristica fragrans Houtt
(Myristicaceae), Ocimum basilicum L. (Laminaceae), Pimenta officinalis Lindl.
(Myrtaceae), Cinnamomum oliveri Baily (Lauraceae), Thapsia villosa L. (Apiaceae),
Doryphora Sassafras Endl. (Monimiaceae), Piper divaricatum (Piperaceae) e Croton
nepetaefolius Baill. (Euphorbiaceae) (SILVA et al., 2014a; TAN e NISHIDA, 2012).

O ME é um derivado direto do eugenol, que sofre uma metilagdo por meio da
enzima eugenol o-metiltransferase. O eugenol é um produto da fenilalanina
(aminoacido essencial) que passa pela via do acido chiquimico, e por alguns
intermediarios como acido cinamico e acido feltrico (TAN e NISHIDA, 2012) (Figura
7). O seu precursor, eugenol, € um fenilpropanoide comum, que também esta

presente na composicdo de 6leos essenciais de varias espécies de vegetais. Tal


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tan%20KH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22963669
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substancia € conhecida por ter acdes antioxidantes (ITO et al., 2005) e neuroprotetora
(WIE et al., 1997).

Figura 7- Possivel biossintese do metileugenol.
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Fonte: adaptado de TAN e NISHIDA (2012).

O metileugenol também possui varias propriedades bioldgicas e farmacoldgicas
em mamiferos, essas incluem: atividade anestésica (SELL e CARLINI, 1976),
antinociceptivo (YANO et al.,, 2006), relaxante muscular (LIMA et al., 2000),
anticonvulsivante (ZELGER et al., 1983), vasodilatadora (LAHLOU et al., 2004),
gastroprotetora (SANCHEZ-MENDOZA et al., 2015), ansiolitica (NORTE et al., 2005),
agonista GABAeérgico (DING et al., 2014), inibidora da MAO B (TAO et al., 2005),

antioxidante e neuroprotetora (CHOI et al., 2010).

O ME também possui um lugar substancial na vida diaria. No ramo industrial,
ele é produzido comercialmente pela metilagdo do eugenol, e € amplamente utilizado
em proutos de higiene, cigarros, produtos aderentes, e usado como fragrancia em
perfumes, cosméticos, sabonetes e xampus. Ele também é utilizado como estimulante
olfativo para atrair insetos, para, depois, serem executados por inseticidas (COUNCIL
OF EUROPE, 2001; TAN e NISHIDA, 2012).
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E também utilizado como agente frutifero em geleias e como agente
aromatizante (5 — 52 ppm) em doces, paes, cookies, ketchups, molhos, bebidas ndo
alcodlicas, gomas de mascar e sorvetes, sendo encontrado na maior concentracdo
(aproximadamente 3,3 ug/g) em cookies de gengibre (gingersnaps), e em
concentracfes menores nos de canela e aveia-flavorizada (COUNCIL OF EUROPE,
2001; SCHECTER et al., 2004).

O seu uso bastante difundido permite uma grande exposicdo em humanos, que
se d& por meio da via dermica, via de inalatéria (pela sua utilizacdo nos cosméticos)
e por via oral (por meio da sua utilizacdo como aromatizantes em alimentos). Devido
a isso e a sua semelhanca quimica com carcindégenos conhecidos (como safrol,
isosafrol e estragol), o metileugenol é tido como téxico (MILLER et al., 1983). E, de
fato, estudos mostraram que o ME possui efeitos moderadamente toxicos. Sua dose
letal DLso em ratos fica na faixa de 850-1560 mg/kg e em camundongos de 540 mg/kg
(ABDO et al., 2001; NTP, 2000). E alguns dos efeitos toxicos mais observados, em
ambas as espécies e, ambos os sexos, foram: lesdo hepatocelular e aumento da
massa do figado, neoplasias renais, fibroadenoma da glandula mamaria,
fibrosarcoma, tumores de estbmago e também uma citotoxicidade e genotoxicidade
em hepatdcitos de ratos (BURKEY et al., 2000; HONG et al., 2013).

Contudo, nesses estudos, os efeitos toxicos s6 apareceram nos animais que
receberam a droga numa dose muito acima dos niveis consumidos pelos seres
humanos. A primeira alteracdo a aparecer foi a lesdo hepatocelular e o aumento da
massa do figado observado em doses = 100 mg/kg. Varios autores afirmam nao haver
causa de preocupacédo em relacéo aos niveis de exposicdo nos humanos (NTP, 2000;
ROBISON e BARR, 2006).

Considerando gue o tratamento atual ndo € capaz de impedir a progressao da
doenca e que substancias antioxidantes tém recebido atencao especial como agentes
capazes de prevenir a progressao de doencas neurodegenerativas, pareceu-nos
atraente verificar a hipétese de que o metileugenol possua um efeito neuroprotetor no

modelo experimental de doenca de Parkinson.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Avaliar se o metileugenol pode reduzir as alteracbes comportamentais

induzidas pela neurotoxina rotenona no modelo experimental de doenca de

Parkinson em ratos Wistar.

2.2 Objetivos especificos

Interpretar uma curva de sobrevivéncia em ratos Wistar de doses diferentes
da neurotoxina rotenona.

Explorar uma curva de sobrevivéncia em ratos Wistar de doses diferentes
do metileugenol no modelo experimental da doenca de Parkinson induzido
por rotenona.

Avaliar o efeito do metileugenol nas alteracbes comportamentais induzidas
pela rotenona em ratos avaliados no teste da catalepsia;

Investigar o efeito do metileugenol nas alteracbes comportamentais
induzidas pela rotenona em ratos avaliados no teste do campo aberto.
Analisar o efeito do metileugenol nas alterac6es comportamentais induzidas
pela rotenona em ratos avaliados no teste do rotarod.

Estudar o efeito do metileugenol nas alteragdes comportamentais induzidas

pela rotenona em ratos avaliados no teste do labirinto T elevado.
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3. METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar adultos 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 condi¢gdes controladas
de temperatura (22 + 2° C), umidade (55 - 65%) e luminosidade (ciclo claro/escuro de
12 horas) com livre acesso a racdo (Purina, Paulinea, Sdo Paulo, Brasil) e agua. O
tratamento dos animais foi realizado em sala com controle de temperatura, na fase
clara do ciclo (8h as 11h) e os experimentos na fase escura (das 4h as 7h). A
quantificacdo de luminosidade do ambiente era analisada com luximetro digital (Digital
Lux Meter, MLM-1011, Imipa).

Todos o0s protocolos experimentais foram submetidos e aprovados (n.
0001/2016 em anexo) na Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE,
que esta de acordo com o Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA).

3.2 Drogas e reagentes

Todas as drogas (rotenona e metileugenol) e reagentes (alcool absoluto,
formaldeido, fosfato de sédio monobasico e fosfato de sddio bibasico) foram obtidas
da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), exceto o Oleo de girassol e carbidopa +
levodopa (25/250 mg) que foram obtidos das empresas Bandeira e Cavalcante
Industria de Cosmeéticos Ltda (Abreu e Lima, PE, BR) e Teuto (Anapolis, GO, BR)

respectivamente.

A rotenona foi dissolvida no veiculo 6leo de girassol, numa concentracdo de 2:1
mg/mL (ZHANG et al, 2017). A manipulacdo da droga foi realizada em condi¢des de
baixa iluminacdo e imediatamente ap6s o material foi armazenado em frasco ambar.

O metileugenol foi diluido em uma solucdo aquosa de tween 80 a 2%. A carbidopa +
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levodopa foram dissolvidas em solucdo aquosa de tween 80 a 2% e administradas

nas doses de 0,75 + 7,5 mg/kg.

3.3 Anélise de sobrevivéncia

O critério de escolha da dose ideal da rotenona, para os estudos
subsequentes, foi definida pela menor dose capaz de produzir mortalidade. Essa dose
foi obtida pela construcdo da curva de sobrevivéncia dos animais durante cinco dias
de tratamento diario com rotenona. A sobrevivéncia foi avaliada duas vezes por dia,
durante seis dias consecutivos. Para isso, 0os animais foram divididos nos seguintes

grupos (n=15/grupo):

e Veiculo: Tween 80 a 2 % (v.0.) + éleo de girassol (s.c.);

e Tween 80 a2 % (v.0.) + rotenona 2,5 mg/kg (s.c.);

e Tween 80 a2 % (v.0.) + rotenona 2 mg/kg (s.c.);

e Tween 80 a2 % (v.0.) +rotenona (1,5 mg/kg, s.c. por trés dias) + rotenona (1,0
mg/kg, s.c. por dois dias);

A partir desse experimento foi possivel determinar a dose que gerou a menor
mortalidade (rotenona 1,5 mg/kg + rotenona 1 mg/kg), a qual foi usada nos protocolos
experimentais subsequentes. A maior dose do metileugenol (ME, 37 mg/kg) foi
escolhida baseada em trabalho anterior (SILVA et al., 2014b) e nas caracteristicas
farmacocinéticas do 6leo essencial (HONG et al., 2013).

3.4 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em seis grupos (n=8-13/grupo) e tratados em dose
Unica e diariamente por cinco dias consecutivos, por via oral (v.0.), com veiculo
(solucdo aquosa de tween 80 a 2%), carbidopa + levodopa (0,75 + 7,5 mg/kg) ou
metileugenol (ME, 5, 15 e 37 mg/kg). Apés dez minutos, do tratamento, 0s animais

receberam rotenona (1,5 mg/kg por trés dias + 1 mg/kg por dois dias) por via
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subcuténea diluida no veiculo 6leo de girassol (2:1 mg/mL). O grupo controle recebeu

apenas veiculo. Dessa forma foram formados os grupos:

e Grupo 1 - Veiculo: Sol. aquosa de tween 80 a 2% (v.0.) e 6leo de girassol (s.c.);

e Grupo 2 - Controle: Sol. aquosa de tween 80 a 2% (v.0.) e rotenona (s.c.);

e Grupo 3 — Padrao: carbidopa + levodopa (0,75 + 7,5 mg/kg, v.0.) e rotenona
(s.c). Os animais néo tiveram acesso a alimentacdo uma hora antes e uma
hora apo6s a administracdo do farmaco padrao.

e Grupo 4, 5e 6 - Grupos pré-tratados com metileugenol (ME, 5, 15 e 37 mg/kg,

v.0.) e rotenona (s.c).

3.5 Determinagfes do consumo de ragéo e da variagcdo de massa corporal
(absoluta e relativa)

O consumo de ragéo (g) dos animais foi determinado durante os cinco dias de
pré-tratamento e no dia do experimento. Como também a massa corporal, que foi
registrada diariamente para o ajuste de doses e sua variacao foi expressa em valores

absoluto (g) e relativo (%).

3.6 Testes Comportamentais

Apoés 24 h do dltimo tratamento, foram realizados os testes comportamentais,
com excecdo do teste da catalepsia, que foi realizado durante todos os dias de

experimento.

3.6.1 Teste da Catalepsia

A catalepsia foi determinada por meio do teste da barra, adaptado daquele
descrito por Costall and Naylor (1974). A barra (diametro de 2 cm, comprimento de 14
cm e altura de 9 cm) ficou suspensa na horizontal paralela a uma base (Figura 2). O
teste foi iniciado, apdés administracdo de rotenona. Ambas as patas dianteiras dos
animais foram colocadas suavemente sobre a barra horizontal, e a laténcia para a

retirada das patas, da posicdo imposta, foi mensurado com auxilio de cronémetro
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diariamente por 6 dias. O tempo maximo de observacao diaria foi limitado a 180

segundos.
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3.6.2 Teste do Campo Aberto

O teste do campo aberto foi utilizado com o objetivo de avaliar a motricidade e
atividade exploratéria dos animais segundo o procedimento descrito por Broadhurst
(1957) e Bernardi e Palermo-Neto (1979). O aparelho usado constitui-se de uma arena
circular (uma caixa de madeira com 90 cm de diametro e 31 cm de altura). As paredes
e 0 piso da arena sdo todos brancos, onde o piso € dividido com linhas pretas em 20
pequenos setores (circulo central com diametro de 18 cm; tronco maior com 0s raios
de 10 e 28,5 cm e geratriz de 18 cm; tronco menor com os raios de 14, 25 e 24 cm e
geratriz de 18 cm) (Figura 3). Os animais foram colocados individualmente no centro
do campo aberto e seu comportamento foi avaliado por 5 minutos, de acordo com 0s
parametros: frequéncia de locomocéao (penetrar em uma unidade de quadrante com
as quatro patas), levantar (retirada das duas patas dianteiras, com apoio ou nao das
mesmas sobre a parede do campo, e se apoiando sobre as patas traseiras), tempo
de imobilidade (auséncia de atividade motora, permanecendo estatico em relacdo a
cabeca, ao tronco, as patas e a cauda), tempo de laténcia para inicio do movimento
(tempo em que o animal levou para sair do primeiro quadrante no centro da arena) e

total de autolimpeza.

A quantidade de luz para esse teste foi de 1 lux. Os tempos de imobilidade e
laténcia para o inicio do movimento foram mensurados com auxilio de cronémetro.

Apos a retirada de cada animal, a arena foi limpa com uma solucéo de alcool a 5%.

3.6.3 Teste do Rotarod

Foi utilizado um aparelho automatico rotarod (Insight, modelo EFF 411), que
consiste de uma caixa de acrilico (530 cm x 400 cm x 410 cm) com um cilindro de 8
cm de diametro, instalado transversalmente a partir de 20 cm. O cilidro foi mantido em
rotacao de 16 rpm (Figura 4). Para a execucao desse teste, cada animal foi submetido
a duas sessOes. Na primeira sessao (sessao de treinamento, figura 8, dia 0) os
animais eram submetidos a 120 segundos de treinamento, para aclimatizacdo antes
do tratamento. Foram utilizados no experimento, apenas 0s animais que conseguiram
ficar mais de 60 segundos andando sobre a barra giratéria durante essa sessado. A
segunda sessao (sesséo do teste), foi realizada ap0s o periodo de pré-tratamento

(figura 8, dia 6). Os parametros analisados foram: o tempo de permanéncia, a laténcia
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para a primeira queda e o numero de quedas no rotarod; e foram registrados durante
a sessdo que ocorria no periodo de 60 segundos. Esse teste permite avaliar a
coordenacao motora dos animais e foi adaptado daquele descrito por Dunham e Miya,
(1957).

3.6.4 Teste do Labirinto em T Elevado

O aparelho do labirinto é composto de um brago aberto (50 x 10 cm)
perpendicular a dois bragcos fechados com as mesmas dimensdes, com paredes de
40 cm de altura, voltadas uma para a outra e uma zona central, conectando os bragos.
O labirinto foi suspenso a 43 cm do chéo (Figura 5). Esse teste foi realizado de acordo

com Kumar et al. (2006).

Apos 24h do dltimo dia de tratamento, os ratos foram colocados individualmente
no final do braco aberto com a face voltada para a area central. O tempo levado pelo
animal para se mover a partir do brago aberto e entrar em um dos bragos fechados foi
registrado e foi chamado de “laténcia inicial”. Aos ratos foi permitido explorar o labirinto
por 30 segundos apds o registro inicial da aquisicdo de laténcia e, em seguida eles
foram colocados em suas gaiolas. No dia seguinte, a retencdo de laténcia foi
mensurada novamente e registrada como “laténcia de repeticdo”. O tempo dos
parametros foi controlado com auxilio de cronémetros e a limpeza do labirinto em T
elevado, apds a remocao de cada animal, foi realizada com solucdo de alcool a 5%.
A quantidade de luz para esse teste era: 1 lux para o braco aberto e 0 lux para o braco

fechado. O percentual de retencdo da memoria foi calculado por meio da férmula:

% de retencéo da memoaria = (laténcia inicial — laténcia de repeticéo) x 100
laténcia inicial
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3.7 Eutanasia

Ao final do periodo de experimentacéo, os animais foram anestesiados por via
intraperitoneal (i.p.) com xilazina, 6 mg/kg + quetamina, 60 mg/kg e eutanasiados por
aprofundamento do plano anestésico. Em seguida, foram decapitados com auxilio de
uma guilhotina.

Todos os protocolos usados estdo sintetizados no organograma abaixo (Figura
8).

Figura 8 -Delineamento experimental.

* Catalepsia;

* (Campo aberto;

* Rotarod;
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* Pré-tratamento com metileugenol (v.0.);
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* Determinacdo de agua e racdo;

* Labirinto repeticdo;
* Treinamento no « Eutandsia:
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3.8 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (E.P.M) ou
mediana * intervalo interquartil. A andlise estatistica foi realizada utilizando GraphPad
Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). O teste de Shapiro-Wilk foi
utilizado para determinar a normalidade. A diferenga entre grupos foi determinada por
analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida, quando necessario, pelo pés-teste
de Dunnett’s, ou foi determinada pelo teste de Kruskal-Wallis, para dados néao-
paramétricos, seguido pelo pds-teste de Dunn's. O nivel de significAncia para rejei¢éo
da hipotese de nulidade foi fixado em 5% (p < 0,05). O teste de Mann Whitney foi
utilizado para a analise da catalepsia. E o teste de Log-rank (Mantel-Cox) foi utilizado

para calcular as curvas de sobrevivéncia.
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4.RESULTADOS

4.1 Anéalise de sobrevivéncia

A curva de sobrevivéncia dos animais expostos a diferentes doses € montada
na figura 9. N&o houve mortalidade no grupo tratado com o veiculo (6leo de girassol)
durante o periodo de observacéo (sobrevivéncia de 100%). Os grupos de animais que
receberam rotenona 2,5 e 2,0 mg/kg tiveram uma sobrevivéncia de 20,00 + 10,32 e
26,67 + 11,42% respectivamente, quando avaliados no sexto dia de observacao.
Enquanto que o grupo que recebeu rotenona 1,5 + 1,0 mg/kg apresentaram
sobrevivéncia de 73,33 £ 11,42%, a qual ndo foi estatisticamente diferente do grupo
do veiculo (6leo de girassol).

Em virtude desses resultados, foram usadas rotenona nas doses de 1,5 + 1,0

mg/kg nos protocolos subsequentes.

Figura 9 - Curva de sobrevivéncia de ratos submetidos a diferentes doses de rotenona,
avaliados durante seis dias. R, 1,5 mg/kg por 3 dias + 1,0 mg/kg por 2 dias, s.c. Os
resultados foram expressos como média + E.P.M. (n=15/grupo). As diferencas entre
os grupos foram determinadas pelo teste de Log-rank (Mantel-Cox). *** p < 0,001 vs
grupo veiculo (6leo de girassol).
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N&o ocorreu nenhuma mortalidade no grupo de animais tratados com o veiculo
(tween 80 a 2%) ou carbidopa + levodopa 7,5 mg/kg, gerando uma sobrevivéncia de
100%. Enquanto que os grupos controle (tween 80 a 2% + rotenona) e experimentais
(ME, 5, 15 e 37 mg/kg) obtiveram uma sobrevivéncia de 73,33 =+ 11,41; 85,71 + 9,3;
69,23 = 12,80; 72,73 + 13,43% respectivamente. Os grupos veiculo, controle e
tratados com metileugenol (ME 5, 15 e 37 mg/kg) nao tiveram diferencas significantes

quando comparados entre si no final do periodo de tratamento (Figura 10).

Figura 10 - Curva de sobrevivéncia de ratos no modelo experimental de doenca de
Parkinson induzido por rotenona (R, 1,5 mg/kg por 3 dias + 1,0 mg/kg por 2 dias, s.c.)
apos tratamento por via oral com metileugenol (ME por 5 dias consecutivos) ou
carbidopa + levodopa (C+L, 0,75 + 7,5 mg/kg). Os resultados foram expressos como
média + E.P.M. (n=15/grupo). O grupo veiculo recebeu solu¢do aquosa de tween 80
a 2% (v.o.) e oleo de girassol (s.c).
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4. 2 Determinacao do consumo de racao

No consumo de ragdo os ratos tratados com veiculo + rotenona (controle)
apresentaram uma queda significativa (variacao de 18,85 + 1,33 para 0,58 + 0,34 g)
guando comparado ao grupo veiculo (solucdo aquosa de tween 80 a 2%, v.0. e Oleo
de girassol, s.c.), que ndo variou estatisticamente de (18,53 £ 0,93 para 20,26 + 0,53
g) ao final do tratamento. Ja os animais tratados com metileugenol (ME 5 e ME 15
mg/kg) foram estatisticamente diferentes do grupo controle, a partir do terceiro dia
(variacdo de 9,90 + 1,39 para 10,38 + 0,23 g e de 7,73 £ 1,22 para 5,33 = 1,07 ¢
respectivamente). O grupo ME 37 mg/kg ndo apresentou diferenca estatistica em
relacéo ao grupo controle. E o grupo padrao (carbidopa + levodopa, 0,75 + 7,5 mg/kg)
foi estatisticamente diferente do controle a partir do segundo dia (variagéo de 13,33 +

0,69 para 11,98 + 0,71 g) como pode ser visualizado na figura 11.

Figura 11 - Efeito do metileugenol (ME) ou carbidopa + levodopa (C+L, 0,75 + 7,5
mg/kg) sobre o consumo de racdo de ratos com doenca de Parkinson induzida por
rotenona (R, 1,5 mg/kg por 3 dias + 1,0 mg/kg por 2 dias). Os resultados foram
expressos como média £ E.P.M. (n=8/grupo). A diferenca entre grupos foi determinada
por ANOVA, seguida pelo pos-teste de Dunnett’s. **** p < 0,0001 vs grupo controle. O
grupo veiculo recebeu solucdo aquosa de tween 80 a 2% (v.0.) e 6leo de girassol (s.c).
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4.3 Evolucdo da massa corporal

Os ratos tratados com veiculo seguido de rotenona (grupo controle)
apresentaram uma perda de massa corporal absoluta cuja mediana com os intervalos
interquartil foram de -31,00 g (+22,00; -64,00 g) ao final do periodo de tratamento.
Essa reducao foi estatisticamente significante quando comparado ao grupo veiculo,
gue por sua vez obteve um ganho de mediana igual a 5,50 g (+8;00 -1,00 g). De forma
similar ao grupo controle, os animais tratados com metileugenol (ME 5, 15 e 37 mg/kg)
tiveram perda significativa de massa corporal cuja mediana foi de -26,00 (-74,00; -6,00
), -48,00 (- 56,00; - 6,00 g) e -41,00 g (-54,00; -22,00 g) respectivamente. Entretanto,
nos animais do grupo padréo (carbidopa + levodopa, 0,75 + 7,5 mg/kg) foi verificada
a diferenca estatistica de massa corporal em relacdo ao grupo controle, como pode

ser visualizado na figura 12A.

A figura 12B mostra que em relacdo a massa corporal relativa (%) o padrdo de
resposta nao foi diferente do obtido com a massa corporal absoluta, exceto que se
registrou reducdo estatistica de massa corporal nos animais do grupo padrdo
(carbidopa + levodopa, 0,75 + 7,5 mg/kg). E ocorreu diferenca estatistica entre a
variacdo da massa dos animais tratados com ME (5, 15 e 37 mg/kg) e do grupo

padrao.
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Figura 12 - Efeito do pré-tratamento por via oral com metileugenol (ME) ou carbidopa
+ levodopa (C+L, 0,75 + 7,5 mg/kg) sobre a massa corporal de ratos no modelo
experimental de doenca de Parkinson induzido por rotenona (R, 1,5 mg/kg por 3 dias
+ 1,0 mg/kg por 2 dias). (A) massa corporal absoluta (g). (B) massa corporal relativa
(%). Os valores foram expressos como mediana * intervalo interquartil. (n=8-
13/grupo). As diferencas entre os grupos foram determinadas pelo teste de Kruskal-
Wallis, seguido pelo teste de Dunn's. * p < 0,05 vs grupo controle. ¥ p < 0,05 vs grupo
C+L. WW p < 0,01 vs grupo C+L. O grupo veiculo recebeu solu¢cdo aguosa de tween
80 a 2% (v.0.) e Oleo de girassol (s.c).
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4.1 Testes comportamentais

4.4.1 Teste da Catalepsia

Os animais do grupo controle (tween 80 a 2% + rotenona) tiveram um
significante prolongamento da laténcia, para a retirada das patas da barra cuja
mediana foi igual a 0,00 s (+0,00; -0,00 s) para 6,00 s (+44,00; +2,00 s) ao final do
periodo de administracéo, quando comparado ao grupo veiculo (que variou de 0,00 s
(+0,00; -0,00 s) para 1,00 s (+4,00; -0,00 s). O grupo ME 5 mg/kg reduziu o tempo de
laténcia de 0,00 s (+0,00; -0,00 s) para 1,00 s (+3,00; -0,00 s) de maneira
estatisticamente significativa quando comparado ao grupo controle. Entretanto, os
grupos tratados com metileugenol 15 e 37 mg/kg ndo produziram aumento
estatisticamente significante do tempo expresso em mediana quando comparado ao
grupo controle igual a 1,00 s (+8,00; -0,00 s) e 500 s (+57,00; +2,00 s)
respectivamente. E o grupo padrado (carbidopa + levodopa, 0,75 + 7,5 mg/kg) também
reduziu estatisticamente o tempo de 0,00 s (+0,00; -0,00 s) para 1,00 s (+5,00; -0,00

s) em relacdo ao grupo controle, como pode ser visualizado na figura 13.

Figura 13 - Efeito do pré-tratamento por via oral com metileugenol (ME) ou carbidopa
+ levodopa (C+L, 0,75 + 7,5 mg/kg) sobre a laténcia no teste da catalepsia de ratos
com doenca de Parkinson induzido por rotenona (R, 1,5 mg/kg por 3 dias + 1,0 mg/kg
por 2 dias). Os resultados foram expressos como mediana * intervalo interquartil.
(n=8-13/grupo). A diferenca entre grupos foi determinada pelo teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste de teste Mann Whitney. * p < 0,05 vs grupo controle. O grupo
veiculo recebeu solucdo aquosa de tween 80 a 2% (v.0.) e Oleo de girassol (s.c).
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4.4.2 Teste do Campo Aberto

Os animais do grupo controle (tween 80 a 2% e em seguida rotenona)
apresentaram uma significante reducéo na ambulacao, ou seja, no total de quadrantes
percorridos, obteve-se a mediana de 1,50 quadrantes (+10,00; -0,00 quadrantes)
quando comparado ao grupo veiculo cuja a mediana foi de 45,00 quadrantes (+80,00;
+17,00 quadrantes). Entretanto, nos animais do grupo metileugenol (5 mg/kg) ocorreu
aumento estatisticamente significativo da movimentagcao espontanea com a mediana
de 17,00 quadrantes (+ 36,00; + 1,00 quadrantes) em comparagao ao grupo controle.
Os grupos metileugenol (15 e 37 mg/kg) ndo produziram aumento estatistico do
namero de quadrantes invadidos com as medianas de 4,00 (+44,00; +0,00) e 4,50
(+17,00; + 1,00) quadrantes respectivamente. E finalmente, o grupo padréo (carbidopa
+ levodopa, 0,75 + 7,5 mg/kg) aumentou de forma significativa a deambulacdo em
relacdo ao grupo controle 40,00 quadrantes (+64,00; +10,00 quadrantes) como pode

ser visualizado na figura 14A.

No registro do movimento de autolimpeza, os ratos do grupo controle (tween
80 a 2% e em seguida rotenona) tiveram uma reducao significante destes movimentos,
obtendo uma mediana de 0,00 movimentos de autolimpeza (+1,00; -0,00 movimentos
de autolimpeza) quando comparado ao grupo veiculo cuja a mediana foi de 3,50 (+
10,00; +0,00 movimentos de autolimpeza). De forma similar, ao obtido no grupo
controle, os animais tratados com metileugenol (ME 5, 15 e 37 mg/kg) tiveram
descenso significativo, cujas as medianas foram: ME 5: 0,00 (+ 2,00; 0,00), ME 15:
0,00 (+1,00; +0,00) e ME 37: 0,00 (+ 2,00; + 0,00) movimentos de autolimpeza. E os
animais do grupo padrdo (carbidopa + levodopa, 0,75 + 7,5 mg/kg) também né&o
apresentaram diferenca estatistica de movimentos de autolimpeza com mediana 1,00
movimentos de autolimpeza (+4,00; +0,00 movimentos de autolimpeza) em relacéo

ao grupo controle como pode ser visualizado na figura 14B.

Em relag&o ao numero de movimentos de levantar, os ratos tratados com tween
80 a 2% e em seguida rotenona (controle) apresentaram significante redugcdo com a
mediana de 0,00 movimentos de levantar (+2,00; +0,00 movimentos de levantar)
gquando comparado ao grupo veiculo cuja a mediana foi de 13,50 (+18,00; + 0,00
movimentos de levantar). Os animais tratados com metileugenol (ME 5, 15 e 37 mg/kg)
tiveram descenso significativo de movimentos de levantar e as medianas foram: ME
5: 6,00 (+18,00; +0,00), ME 15: 1,00 (+17,00; +0,00) e ME 37: 0,00 (+9,00; +0,00)
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movimentos de levantar, respectivamente. Todavia, nos animais do grupo padrao
(carbidopa + levodopa, 0,75 + 7,5 mg/kg) ocorreu uma reversdo dos movimentos de
levantar 11,00 (+22,00; +6,00 movimentos de levantar) quando comparado ao controle
(figura 14C).

Figura 14 - Efeito do pré-tratamento por via oral com metileugenol (ME) ou carbidopa
+ levodopa (C+L, 0,75 +7,5 mg/kg) sobre a ambulagéo (A), autolimpeza (B) e levantar
(C) no teste do campo aberto de ratos com doenca de Parkinson induzido por rotenona
(R, 1,5 mg/kg por 3 dias + 1,0 mg/kg por 2 dias). Os resultados foram expressos como
mediana * intervalo interquartil. (n=8-13/grupo). A diferenca entre grupos foi
determinada pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn's. * p < 0,05 vs
grupo controle. ¥ p < 0,05 vs grupo C+L-DOPA. *** p < 0,001 vs grupo controle. O
grupo veiculo recebeu solucdo aquosa de tween 80 a 2% (v.0.) e 6leo de girassol (s.c).
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Ja no tempo de laténcia para sair do primeiro quadrante, os ratos tratados com
tween 80 a 2% e em seguida rotenona (grupo controle) apresentaram aumento
significante com a mediana de 171,50 s (+300; +3,00 s) quando comparado ao grupo
veiculo que obteve a mediana de 7,50 s (+12,00; +3,00 s). Enquanto que o0s ratos
tratados com metileugenol (ME 5 mg/kg) reduziram de forma significante o tempo de
laténcia, com mediana de 6,00 s (+300,00; +3,00 s), quando comparados ao grupo
controle. J& os animais dos grupos ME 15 e 37 mg/kg tiveram aumento de forma
similar ao grupo controle, com medianas de 22,50 s (+300,00; +2,00) e 24,00 s
(+300,00; +7,00 s) respectivamente. Ja no grupo padrdo (carbidopa + levodopa, 0,75
+ 7,5 mg/kg) foi verificado significante reducdo, com mediana de 8,00 s (+300,00;
+3,00 s), quando comparado ao grupo controle, como pode ser visualizado na figura
15.

Figura 15 - Efeito do pré-tratamento por via oral com metileugenol (ME) ou carbidopa
+ levodopa (C+L, 0,75 + 7,5 mg/kg) sobre o tempo de laténcia para sair do primeiro
guadrante no teste do campo aberto em ratos com doenca de Parkinson induzida por
rotenona (R, 1,5 mg/kg por 3 dias + 1,0 mg/kg por 2 dias). Os resultados foram
expressos como mediana % intervalo interquartil. (n=8-13/grupo). A diferenca entre
grupos foi determinada pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn's. ***
p < 0,001 vs grupo controle. O grupo veiculo recebeu solugdo aguosa de tween 80 a
2% (v.0.) e 6leo de girassol (s.c).
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No tempo de imobilidade, os ratos tratados com tween 80 a 2% e em seguida
rotenona (grupo controle) apresentaram aumento significante (260,70 + 12,81 s)
quando comparado ao grupo veiculo (76,90 £ 19,00 s). Os animais tratados com
metileugenol (ME 5 e 15 mg/kg) tiveram reducéo significante (186,30 + 16,60 s e
187,90 £ 15,69 s respectivamente) do tempo de imobilidade quando comparado ao
controle. Os animais tratados com ME 37 mg/kg (219,80 + 14,18 s) apresentaram
aumento (219,80 + 14,18 s), de forma similar ao controle. Enquanto que nos animais
do grupo padrao (carbidopa + levodopa, 0,75 + 7,5 mg/kg) ocorreu uma diminuicéo
significante (109,10 + 9,39 s) quando comparado ao controle. Os animais tratados com
metileugenol (ME 5, 15 e 37 mg/kg) também foram estatisticamente diferentes do

grupo padrao, como pode ser visualizado na figura 16.

Figura 16 - Efeito do pré-tratamento por via oral com metileugenol (ME) ou carbidopa
+ levodopa (C+L, 0,75 + 7,5 mg/kg) sobre o tempo de imobilidade no teste do campo
aberto de ratos com doenga de Parkinson induzido por rotenona (R, 1,5 mg/kg por 3
dias + 1,0 mg/kg por 2 dias). Os resultados foram expressos como média + E.P.M
(n=8-13/grupo). A diferenca entre grupos foi determinada por ANOVA, seguida, pelo
pos-teste de Dunnett’s. * p < 0,05 vs grupo controle. ¥ 0,05 vs grupo C+L, ** p < 0,01
VS grupo controle. Wy p < 0,01 vs grupo C+L-DOPA. YWy p < 0,001 vs grupo C+L. ****
p < 0,0001 vs grupo controle. O grupo veiculo recebeu solu¢do aquosa de tween 80 a
2% (v.0.) e 6leo de girassol (s.c).
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4.4.3 Teste do Rotarod

No parametro tempo de laténcia para a primeira queda do teste do rotarod, 0s
animais tratados com tween 80 a 2% e em seguida rotenona (grupo controle)
apresentaram diminuig&o significativa, obtendo uma mediana de 1,00 s (+1,00; +0,00
s), quando comparados ao grupo veiculo cuja a mediana foi de 60,00 s (+60,00;
+10,00 s). Enquanto que o ME 5 mg/kg teve um aumento significativo na reversédo da
laténcia, com a mediana de 54,00 s (+60,00; +0,00 s) quando comparados ao grupo
controle. Enquanto que os animais tratados com metileugenol (ME 15 e 37 mg/kg)
tiveram diminuicao significativa, obtendo as medianas de 1,00 s (+60,00; +1,00 s) e
1,00 s (+1,00; +0,00 s) respectivamente, quando comparados ao grupo controle. E os
animais do grupo ME 37 mg/kg tiveram uma diminuicao diferente do grupo padréo,
obtendo uma mediana de 60,00 s (+60,00; +1,00 s), como pode ser visualizado na
figura 17A.

Ja no tempo de permanéncia no rotarod, os ratos tratados com tween 80 a 2%
e em seguida rotenona (grupo controle) apresentaram diminuicdo significativa,
obtendo uma mediana de 12,00 s (+15,00; +2,00 s), quando comparado ao grupo
veiculo cuja a mediana foi de 60,00 s (+60,00; +47,00 s). Ja os animais tratados com
metileugenol (ME 5 mg/kg) tiveram aumento significativo, com a mediana de 56,00 s
(+60,00; +5,00 s), quando comparados ao controle. E os animais do grupo padrdo
(carbidopa + levodopa, 0,75 + 7,5 mg/kg) também apresentaram diferenca estatistica,
com a mediana de 60,00 s (+60,00; +12,00 s), quando comparados ao controle. E os
animais do grupo ME 37 mg/kg apresentaram diferenca do grupo padrdo, com a

mediana de 10,00 s (+40,00; +8,00 s), como pode ser visualizado na figura 17B.

E no namero total de quedas, os ratos tratados com tween 80 a 2% e em
seguida rotenona (grupo controle) apresentaram um aumento significativo, com a
mediana de 10,00 quedas (+11,00; +9,00 quedas), quando comparados ao grupo
veiculo cuja a mediana foi de 0,00 quedas (+2,00; +0,00 quedas). Enquanto que 0s
animais tratados com metileugenol (ME 5 mg/kg) tiveram diminuigdo significativa,
obtendo a mediana de 1,00 quedas (+10,00; +0,00 quedas) quando comparados ao
grupo controle. Os animais do grupo padrao (carbidopa + levodopa, 0,75 + 7,5 mg/kg)
também apresentaram diferenca estatistica, cuja mediana 0,00 quedas (+10,00; +0,00

guedas) quando comparados ao grupo controle. E os animais do grupo ME 37 mg/kg
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apresentaram diferenca do grupo padrdo, com a mediana de 9,50 quedas (+10,00;

+2,00 quedas) como pode ser visualizado na figura 17C.

Figura 17 - Efeito do pré-tratamento por via oral com metileugenol (ME) ou carbidopa
+ levodopa (C+L, 0,75 + 7,5 mg/kg) sobre o tempo na laténcia para a primeira queda
(A), o tempo de permanéncia (B) e n° de quedas (C), no rotarod de ratos com doenca
de Parkinson induzido por rotenona (R, 1,5 mg/kg por 3 dias + 1,0 mg/kg por 2 dias).
Os resultados foram expressos como mediana * intervalo interquartil (n=8-13/grupo).
A diferenga entre grupos foi determinada pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo
teste de Dunn's. * p < 0,05 vs grupo controle. ¥ p < 0,05 vs grupo C+L. ** p < 0,01 vs
grupo controle. w¥ p < 0,05 vs grupo C+L *** p < 0,001 vs grupo controle. O grupo
veiculo recebeu solucdo aquosa de tween 80 a 2% (v.0.) e 6leo de girassol (s.c).
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4.4.4 Teste do Labirinto em T Elevado

Os ratos do grupo controle (tween 80 a 2% e em seguida rotenona)
apresentaram diminui¢éo significativa do percentual de retencdo de memodria, cuja a
mediana foi de 0,00 % (+11,00; +0,00 %), quando comparados ao grupo veiculo que
obteve a mediana de 74,82 % (+90,57; +69,44 %). De forma similar, ao grupo controle,
0s animais tratados com metileugenol (ME 5, 15 e 37 mg/kg) tiveram descenso
significativo no percentual de retencdo de memoria, e as medianas foram: ME 5: 40,20
% (+97,78; -41,18 %), ME 15: 0,00 % (+46,03; -0,00 %) e ME 37: 0,00 % (+19,75;
+0,00 %) respectivamente. Todavia, 0os animais do grupo padrdo (carbidopa +
levodopa, 0,75 + 7,5 mg/kg) também apresentaram descenso, cuja a mediana foi de
13,33 % (+82,14; -72,33 %), como pode ser visualizado na figura 18.

Figura 18 - Efeito do pré-tratamento por via oral com metileugenol (ME) ou carbidopa
+ levodopa (C+L, 0,75 + 7,5 mg/kg) sobre a retencdo de memdria em ratos com
doenca de Parkinson induzida por rotenona (R, 1,5 mg/kg por 3 dias + 1,0 mg/kg por
2 dias). Os resultados foram expressos como mediana = intervalo interquartil (n=8-
13/grupo). A diferenca entre grupos foi determinada pelo teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste de Dunn's. O grupo veiculo recebeu solucdo aquosa de tween 80
a 2% (v.0.) e 6leo de girassol (s.c).
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5. DISCUSSAO

No presente estudo foi investigado a atividade farmacologica central do
composto metileugenol contra as alteragcbes comportamentais induzidas pela
neurotoxina rotenona em ratos. Para isso, a capacidade do ME em reverter o prejuizo
motor e cognitivo induzido pela rotenona foi comparada com o tratamento padréo,

carbidopa + levodopa.

A rotenona é uma neurotoxina mitocondrial utilizada amplamente em modelos
experimentais de doenca de Parkinson, sendo que a intoxicacdo pode ser induzida
por varios modelos e € dependente da via de administracdo, dose e periodo de
administracdo (JOHNSON e BOBROVSKAYA, 2015). O modelo escolhido para a
realizacdo deste trabalho consistiu na administragdo da neurotoxina rotenona no
periodo de cinco dias. Esse modelo experimental tem a vantagem de conseguir
reproduzir as alteracdes comportamentais, bioquimicas e histolégicas da DP nos
animais, sem ter uma longa exposi¢cao da neurotoxina ao pesquisador (LIUN et al.,
2015; ZHANG et al., 2017). Isso justifica, parcialmente, o critério de escolha desta
neurotoxina como modelo experimental utilizado no presente trabalho. Outro motivo,
€ que a exposicao dessa droga ao homem, é considerada um fator de risco importante
para o desenvolvimento da DP, pois estudos epidemiolégicos trazem correlacdes
entre as exposi¢cdes ao pesticida com uma maior incidéncia da doenca de Parkinson
(KAMEL et al., 2014; WIRDEFELDT et al., 2011).

Sendo assim, a primeira etapa deste trabalho teve por objetivo padronizar o
modelo da DP, utilizando diferentes doses de rotenona. Primeiramente, foi
caracterizada uma faixa de dose que causasse uma menor mortalidade, e que
conseguisse reproduzir as caracteristicas motoras. Para isso, uma curva de
sobrevivéncia frente a diferentes doses foi realizada, obtendo, assim, como a melhor
dose, uma administragéo subcutanea do pesticida na dose diéria de 1,5 mg/kg durante
trés dias consecutivos, e uma menor del mg/kg durante mais dois dias. Nesse
esquema de tratamento verificou-se néo existir diferenca estatistica entre o grupo

exposto a rotenona em relagdo ao grupo veiculo (Figura 9).

Esse resultado mostra uma maior sensibilidade dos animais a neurotoxina,
guando comparamos com outros estudos. Como o estudo realizado por Zhang et al.

(2017), onde foram utilizados ratos machos Wistar, pesando entre 220-290 g, que
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receberam doses diarias de rotenona (1,5 mg/kg, 2 mg/kg e 2,5 mg/kg s.c.) dissolvidos
em Oleo de girassol, por cinco semanas. Neste estudo, a dose de 1,5 mg/kg foi capaz
de gerar 100% de sobrevivéncia O grupo tratado 2 mg/kg apresentou uma taxa de
sobrevivéncia de 93,3%, enquanto que o grupo tratado com 2,5 mg/kg apresentou
sobrevivéncia de 46,7%. Ja no estudo de Fleming et al. (2004), foram utilizados ratos
Lewis, linhagem mais sensivel do que a Wistar, pesando entre 240-327 g. Neste, a
rotenona foi diluida em DMSO e aplicada por via subcutdnea nas doses de 2 ou 2,5
mg/kg, por 21 dias, produzindo uma taxa de sobrevivéncia de 67% e 36%,
respectivamente. Também ocorreu uma taxa de sobrevivéncia de 9% no grupo que

recebeu a neurotoxina na dose de 3,5 mg/kg.

Tal diferenca na sobrevivéncia pode estar correlacionada a variabilidade
genética dos animais e diferenca na metabolizacdo da rotenona. Varios estudos
também demonstram uma perda variavel de neurbnios em resposta a rotenona,
sugerindo uma variabilidade entre os animais (BETARBERT et al., 2000; FLEMING et
al., 2004; SHERER et al., 2007). Logo, percebe-se a importancia da padronizacao do
modelo utilizando essa neurotoxina, quando ocorre mudanca entre centros de

pesquisas.

Apéds a padronizacdo da dose do pesticida, para se estabelecer o quadro de
parkinsonismo nos animais, o periodo de pré-tratamento do grupo veiculo, padréo
(carbidopa + levodopa) e dos grupos com ME foi iniciado. As doses do ME foram
escolhidas baseada em trabalho anterior de dissertagdo utilizando o precursor
eugenol (SILVA et al., 2014b) e nas caracteristicas farmacocinéticas descritas para o
metileugenol (HONG et al., 2013; SCHECTER et al. 2004).

Em todas as avaliagdes a administracdo da rotenona induziu comprometimento
comportamental quando comparado ao grupo veiculo. Esse comprometimento
comportamental € justificado devido a perda gradual de neurdnios dopaminérgicos,
gue residem na substancia negra compacta e no estriado, ocasionada pela rotenona
(BLASZCZYK, 2017; SEDELIS et al., 2001).

Podemos observar que ocorreu uma diminui¢ao significativa no consumo de
racao dos animais que foram tratados apenas com rotenona (grupo controle) (Figura
11). A possivel justificativa para isso, € que pode ocorrer um aumento da letargia e
diminuicdo do apetite ocasionados pelos niveis diminuidos de dopamina (BALDO et
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al., 2002); como também uma rigidez muscular que esta impedindo os animais de ir
buscar o seu alimento (BETARBET et al., 2002). Observa-se que 0s animais tratados
com metileugenol 5 e 15 mg/kg produziram um consumo diferente do controle, ja a
partir do terceiro dia, o que pode indicar uma reverséo parcial da diminuigéo do apetite
e da rigidez muscular. Enquanto que o tratamento com ME 37 mg/kg néo foi capaz de
reverter, sendo semelhante ao grupo controle, o que pode indicar perda do efeito,

nesta dose.

E embora os animais tratados com ME 5 e 15 mg/kg tenham apresentado
menor prejuizo no consumo do alimento, a perda de massa corporal (relativa e
absoluta) destes animais foi similar a dos animais tratados com rotenona (controle) e
ME 37 mg/kg (Figura 12). Ou seja, embora os animais estivessem se alimentando eles
continuavam perdendo massa corporal, e essa perda possivelmente esta ocorrendo
devido a dois fatores: (1) a disfungcdo mitocondrial, e consequentemente, pela
disfuncdo metabodlica, ocasionada pela neurotoxina (BETARBET et al., 2000;
SHERER et al., 2007); (2) diminuicdo da motilidade gastrointestinal, bem como uma
deficiéncia na absorcdo de nutrientes, sintoma que também pode ser observado nos
primeiros estagios da DP (DROLET et al., 2009; GREENE et al., 2009). O que pode
sugerir que o 6leo essencial ndo conseguiu reverter as alteracdes metabdlicas e

gastrointestinais, ocasionada pela rotenona.

No parametro de massa corporal, também percebemos a sensibilidade dos
animais perante a rotenona, quando comparamos com outros estudos. Pois, o
resultado foi semelhante aquele obtidos por Alam e Schmidt (2004), em que o0s
animais tratados com rotenona 2,5 mg/kg (i.p.) por 48 dias perderam 8-9% de massa
corporal; e no estudo de Sharma et al. (2016), em que 0s animais tratados com

rotenona 1,5 mg/kg por 28 dias perderam aproximadamente 35% de massa corporal.

Os testes de catalepsia, campo aberto e rota rod sdo testes normalmente
utilizados para avaliar a iniciagcdo de movimento, locomogéo, exploracdo e rigidez
muscular em roedores. Neste estudo, a rotenona induziu nos animais uma maior
laténcia para retirada das patas, no teste da catalepsia (Figura 13), que esta
correlacionada a diminuicdo da atividade da dopamina nos nucleos da base, que
acarreta em sintomas parecidos com os da DP, como a maior laténcia para iniciar 0s

movimentos, rigidez muscular e acinesia. Logo, o aumento da laténcia no teste da
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catalepsia estd correlacionado a esses sintomas do parkinsonismo (ALAM e
SCHMIDT, 2002).

Percebe-se entdo que o tratamento com metileugenol 5 mg/kg conseguiu
reverter a laténcia no teste, sugerindo assim, que essa dose é capaz de reverter 0s
trés sinais indicativos de prejuizo motor, efeito similar ao do grupo padrdo. Enquanto
gue os grupos ME 15 e 37 mg/kg ndo conseguiram reverter, o que pode indicar uma
perda do efeito ou sugerir uma letargia devido a acdo anestésica e GABAérgica (DING
et al., 2014; SELL e CARLINI, 1976).

A sensibilidade dos animais perante a rotenona, também pode ser vista nesse
teste, onde o aumento da laténcia foi semelhante a de outros estudos como o de Alam
e Schmidt (2004), em que os animais tratados com rotenona 2,5 mg/kg (i.p.) no
periodo de 48 dias produziram uma laténcia de aproximadamente 40 s; o estudo de
Dhanalakshmi et al. (2016), em que os animais tratados com rotenona 2,5 mg/kg (i.p.)
no periodo de 28 dias produziram uma laténcia de aproximadamente 30 s e 0 estudo
de Zhang et al. (2017), em que os animais tratados com rotenona 1,5 mg/kg (s.c.) por

35 dias produziram uma laténcia de aproximadamente 30 s.

A acinesia e alta rigidez muscular podem ser percebidas também em outros
testes, como, por exemplo, o teste do campo aberto. Este € utilizado amplamente
devido a sua capacidade de avaliar o comportamento exploratério e atividades gerais,
correlacionadas aos circuitos neuronais associados a funcdo dos nucleos da base,
como a iniciacdo de movimentos, a ambulacdo e o comportamento de levantar
(GOULD et al., 2009). Neste teste, ratos tratados com rotenona apresentaram: uma
menor ambulacdo (total de quadrantes), menor quantidade de movimentos de
autolimpeza, menor nimero de movimentos de levantar (Figura 14), maior laténcia

para sair do primeiro quadrante (Figura 15) e maior tempo de imobilidade (Figura 16).

Esses parametros , e principalmente o de menor ambulacédo, nos animais que
receberam a rotenona pode ser indicativo de trés fatores: (1) a ocorréncia de
discinesias orolingual, axial ou dos membros que interrompe a atividade locomotora
voluntéria; (2) de movimentos circulares, que os animais podem realizar, em uma
determinada area estreita, que nao contribui para o nimero total de quadrantes
contabilizados e (3) rigidez muscular, que também atrapalha o movimento voluntario
(TEEMA et al., 2016; ZHANG et al., 2017).
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Percebemos que tratamento com ME 5 mg/kg conseguiu reverter
parcialmente essas alteracfes no parametro de ambulacdo, como também na laténcia
para sair do primeiro quadrante e a imobilidade (Figuras 14,15 e 16). Enquanto que a
dose de 15 mg/kg conseguiu reverter parcialmente apenas a imobilidade (Figura 15)
e a dose de 37 mg/kg nao reverteu em nenhum dos parametros. O que pode sugerir
uma perda do efeito do ME quando a dose fica mais elevada ou sugerir uma letargia
devido a acdo anestésica e GABAérgica (DING et al., 2014; SELL e CARLINI, 1976).

O controle central do comportamento animal € uma via muito complexa e
envolve varios sistemas neuronais. A atividade locomotora € um padréo
neurocomportamental que estad bem correlacionado ao sistema dopaminérgico. E de
fato, esta bem estabelecido que a dopamina, dentro das vias nigroestriatais, € um dos
moduladores neuroquimicos do comportamento locomotor (RAMIREZ et al., 2011).
Logo os efeitos observados pelo tratamento com metileugenol no campo aberto,
provavelmente ocorreram por que a substancia preveniu parcialmente o prejuizo

motor e a rigidez muscular (TEEMA et al.,2016).

Esses resultados também mostram sensibilidade dos animais perante a
rotenona, e estdo de acordo com os estudos realizados por Teema et al. (2016), em
qgue a rotenona 1 mg/kg (s.c.) por 30 dias foi capaz de reduzir a ambulagdo em 75% e
uma imobilidade, atividade de levantar e de autolimpeza proximas de zero; e o estudo
de Zhang et al. (2017), em gue os animais tratados com rotenona 1,5 mg/kg (s.c.) por
30 dias produziram uma reducéo da atividade de autolimpeza em aproximadamente
50% e uma reducédo da atividade locomotora de aproximadamente 75%.

As alteracdes na coordenacdo motora, estdo relacionados geralmente a
degeneracdo em neurdnios estriatais, uma regiao funcionalmente conectada por meio
de projecdes provenientes do cortex motor. Altera¢des na coordenacdo motora podem
ser avaliadas por outro teste além do campo aberto, como o teste do rotarod
(DELAVILLE et al.,, 2014; GOULD et al., 2009). Nesse teste, percebe-se que a
neurotoxina utilizada causou déficit na coordenagdo motora, que pode ser evidenciado
pela baixa laténcia para a primeira queda, curto tempo de permanéncia na barra

giratoria e um elevado niumero no total de quedas no rotarod (Figura 17).

O tratamento com metileugenol na dose de 5 mg/kg conseguiu reverter as

alteracdes motoras induzidas pela rotenona nesse teste, de uma forma semelhante
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ao grupo padrédo (Figura 17), o que confirma que a substancia preveniu parcialmente
0 prejuizo motor e a rigidez muscular. Enquanto que a dose de ME 15 e 37 mg/kg néo
modificaram o efeito da rotenona, o que pode sugerir uma perda do efeito do ME
quando a dose fica mais elevada ou sugerir uma letargia devido a acdo anestésica e
GABAérgica do ME (DING et al., 2014; SELL e CARLINI, 1976).

Estes efeitos no rotarod ficaram de acordo com aqueles descritos no estudo de
Sharma et al. (2016), em que ratos tratados com rotenona 1,5 mg/kg (s.c.) por 28 dias
produziram um tempo de queda de aproximadamente um quarto do tempo de queda
do grupo veiculo e no estudo de Zhang et al. (2017), em que 0s animais tratados com
rotenona 1,5 mg/kg (s.c.) por trinta dias produziram um tempo de queda de

aproximadamente um quarto do tempo de queda do grupo veiculo.

O efeito do metileugenol sobre esses parametros motores pode esta
correlacionado a alguns mecanismos, porém sdo necessarios mais estudos para se
estabelecer sua atividade antiparkinsoniana. A primeira sugestao € que esse efeito
pode ter ocorrido devido a atividade antioxidante e neuroprotetora descrita no estudo
in vitro de Choi et al. (2010). Onde o metileugenol reduziu a lesdo por isquemia
cerebral por meio de varios mecanismos. Um deles envolve a diminuicédo da ativacdo
de caspases-3, um mediador pré-apoptético envolvido na morte celular programada.
Outro mecanismo envolve a diminui¢do da producéo de radicais livres, 6xido nitrico e
citocinas proé-inflamatorias (IL-1p3, IL-6 e TNF-a), bem como elevacao da atividade de
enzimas antioxidantes como a superéxido dismutase. Logo, percebe-se que essa
substancia tem uma atividade anti-inflamatoria comprovada, que n&o envolve

mecanismos de inibicdo da ciclooxigenase 1 e 2 (YANO et al., 2006).

A atividade de eliminacdo de radicais livres do metileugenol também foi
observada por meio de ensaios, utilizando o 1,1-difenil-2-picrilidrazilo (DPPH) como
doador de radical. Neste, a ICso do ME foi 13,7 uM (enquanto do controle positivo
(vitamina C) foi de 3,6 uM), 0 que sugere que esta substancia tem um efeito direto,
embora fraco, na capacidade de remocéo de EROs quando comparado a vitamina C
(CHOI et al., 2010).

Essa atividade antioxidante também descrita para o proveniente 6leo
essencial das folhas de Piper divaricatum (Piperaceae). Esse 0Oleo contém uma

proporcao de 63 - 77 % de metileugenol e 10 — 23 % de eugenol. Testes antioxidantes
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para avaliar a atividade foram realizados com o 6leo e 0 mesmo foi capaz de eliminar
o radical DPPH, com uma inibicdo variando de 19% a 74%, com um valor ICso de 16,2
+ 1,9 yg/mL (SILVA et al., 2014a). Esses resultados em conjunto fortalecem a ideia
do possivel efeito moderado neuroprotetor do metileugenol perante processos

envolvendo estresse oxidativo.

Outra possivel sugestdo para o efeito do metileugenol, sobre as alteracdes
motoras dos animais, € que essa substancia tem a atividade farmacologica de inibir a
enzima monoamina oxidase (MAO). A inibicdo do ME € mais seletiva para a MAO B
do que para a MAO A, e foi mostrada no estudo em que foi utilizado o ME na dose de
0,17 mmol/kg (TAO et al., 2005). A MAO B esta presente em niveis elevados no
cérebro e € responsavel por degradar alguns neurotransmissores, entre eles, a
dopamina. Logo sua inibicdo acarreta em um aumento nos niveis de dopamina na
fenda sinaptica, sendo evidenciado por uma melhora dos sintomas do parkinsonismo
(FINBERG, 2014). Além disso, a degradacédo da dopamina pela MAO leva a formacao
do acido dihidroxifenilacético e H202, e consequentemente a formagédo de radicais
livres. Logo, sua inibigdo contribui também para uma diminuicao do estresse oxidativo
resultante da degradacédo da propria dopamina (GESI et al., 2001; SULZER e ZECCA,
2000).

Além das alteracdes motoras, a rotenona também ocasionou um prejuizo na
memoria e na aprendizagem dos animais, sintomas estes, que também podem estar
presentes na doenca de Parkinson (DA CUNHA et al., 2003; DOS SANTOS et al.,
2013). Esse comprometimento cognitivo nos ratos foi evidenciado pela diminui¢cdo do

percentual de retencdo da memoaria no teste do labirinto T elevado (Figura 18).

O grupo controle apresentou um menor percentual de retencdo da memoria,
ficando de acordo com os estudos de Dhanalakshmi et al. (2016), em que 0s animais
tratados com rotenona 2,5 mg/kg (i.p.) por 10 dias produziram um percentual de
memoria proximo de zero enquanto que o grupo veiculo produziu uma retencao de
aproximadamente 100% e o estudo de Kaur et al. (2011), em que os animais tratados
com rotenona 3 mg/kg (s.c.) por 30 dias também produziram um percentual de
retencdo proximo de zero. No presente trabalho, esse percentual de memoria néo foi

revertido com o tratamento com metileugenol nas doses de 5, 15 e 37 mg/kg.
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Porém néo foi observada nenhuma reversao no tratamento com o metileugenol.
Isso pode indicar que essa substancia haja mais nos circuitos motores, do que nos
cognitivos, de forma similar a carbidopa + levodopa, que também né&o produziu efeito
nesse teste. O grupo padrdo também ajuda a perceber que mesmo 0s animais ndo

tendo prejuizo motor, pode ocorrer o declinio cognitivo.

Este declinio também é observado nos estagios iniciais em pacientes com a
doenca de Parkinson. Estes geralmente apresentam defeitos colinérgicos
significativos, que podem ser tratados com inibidores da colinesterase, como a
rivastigmina. E, de fato, o sistema colinérgico desempenha um papel de suma
importancia na memoria e em funcdes relacionadas ao aprendizado (DOHI et al.,
2009; VAN LAAR et al., 2010).

A neurotoxina rotenona também tem a capacidade de aumentar os niveis da
acetilcolinesterase (AChE) no cérebro, o que leva a diminuicdo dos niveis de
acetilcolina, levando assim a um declinio na memoria, sendo observado no teste do
labirinto (KAUR et al., 2011). Isso pode sugerir que o metileugenol ndo atue por essa
via, embora tenha uma estrutura terpendide, e os grupos funcionais, semelhantes de
estrutura-atividade, dos inibidores da AchE (DOHI et al., 2009 FUJIWARA et al., 2010;
MIYAZAWA e YAMAFUJI, 2005). Porém, seus mecanismos precisam, ainda, ser

melhor elucidados.

O cérebro é um 6rgdo bem susceptivel aos danos do estresse oxidativo, como
agueles ocasionados pela rotenona. Essa susceptibilidade se da principalmente
devido a alta utilizacdo de oxigénio, dos altos niveis de acidos graxos poli-insaturados
e por conta das baixas concentracdes de enzimas antioxidantes e baixos niveis de
guelantes de radicais livres (MARIANI, 2005). Sendo assim, substancias fenélicas e
derivados, bem como substancias com cadeia insaturada, como o metileugenol,
possuem a capacidade de proteger o DNA dos neurdnios por serem quelantes de ions
metalicos, e com isso interrompendo a propagacdo da oxidacao (DA et al., 2015;
HORVATHOVA et al., 2014; MESSAOUD et al., 2012).

Estudos em humanos e animais vém sugerindo também que os compostos
fendlicos e polifendlicos dietéticos, bem como seus derivados, possuem a atividade
antioxidante sendo capazes de neutralizar o prejuizo neuronal. Estes também

apresentam potencial atividade antiparkinsoniana devido a capacidade de supresséo
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do estresse oxidativo, por restaurar algumas funcbes mitocondriais e prevenir a
apoptose de neurdnios dopaminérgicos (DUTTA e MOHANAKUMAR, 2015;
JOHNSON e BOBROVSKAYA, 2015; ROSHAN et al., 2016). Algumas substancias
que sdo quimicamente semelhantes ao metileugenol, e possuem um nucleo fendlico,
vem sendo estudadas por terem atividades neuroprotetoreas e/ou antiparkinsonianas
(Quadro 1 e Figura 6).

Como por exemplo, o eugenol, que é um composto fendlico e precursor do
metileugenol, que ja foi utilizado em modelo experimental de doenca de Parkinson
induzido por rotenona. No estudo essa substéncia, reverteu parcialmente a
hipolocomocao e a imobilidade, nos testes do campo aberto; bem como reverteu
parcialmente o efeito da rotenona no rotarod na dose de 37 mg/kg (SILVA et al.,
2014b). Essa mesma substéancia foi utilizada no modelo experimental da doenca de
Huntington induzida por &cido-3-nitropropidnico e também obteve um efeito
neuroprotetor na dose de 37 mg/kg (NOBREGA et al., 2013).

Percebe-se que para o metileugenol, que se diferencia do eugenol apenas pelo
grupamento metila (figura 7), a dose mais efetiva foi a de 5 mg/kg. Isso pode indicar
maior potencialidade do efeito, provavelmente por conta da lipossolubilidade do ME,
e caracteristicas farmacocinéticas como a rapida absorcéo apds a ingestao e pico de
concentracdo plasmatica em aproximadamente 5-15 min. Porém seus efeitos
precisam ser melhor elucidados (HONG et al., 2013; SCHECTER et al. 2004).

7

O A&cido feldrico, que também é outro composto fendlico, precursor do
metileugenol, foi utilizado no modelo experimental de rotenona. Nesse estudo, a dose
de 30 mg/kg ndo sbé conseguiu proteger terminais nervosos do estriado contra
estresse oxidativo, como também restaurou os niveis de enzimas antioxidantes e
inibiu a peroxidacdo lipidica. Essa substancia também produziu efeitos
antiinflamatorios, reduzindo niveis de ciclooxigenase-2, 0xido nitrico e citocinas pro-

inflamatorias (OJHA et al., 2015).

7

Outro estudo mostra a vanilina, que é um composto fendlico simples,
estruturalmente parecido com o metileugenol e eugenol, sendo utilizado em modelo
experimental de doencga de Parkinson induzido por rotenona. Sua administracdo nas
doses de 5, 10 e 20 mg/kg conseguiu reverter alguns dos sintomas do parkinsonismo,

obtendo respostas significativas nos testes de catalepsia, campo aberto e labirinto.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dutta%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26271432
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mohanakumar%20KP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26271432
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roshan%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27563362

71

Sua atividade antiparkinsoniana também foi atribuida a atividade antioxidante e
neuroprotetora (DHANALAKSHMI et al., 2016). A vanilina também foi utilizada em um
modelo experimental de doenga de Huntington na qual também se obteve uma
resposta satisfatoria (GUPTA e SHARMA, 2014).

Varios outros compostos fendlicos e polifendlicos, bem como seus derivados,
também vém produzindo efeitos antiparkinsonianos em modelos experimentais
utilizando a rotenona. Essas a¢fes vém sendo atribuidas também aos seus efeitos
antioxidantes, anti-inflamatérios e neuroprotetores. Alguns exemplos dessas
substancias séo: curcumina (KHATRI et al., 2016; QUALLS et al., 2014), apigenina
(ANUSHA et al., 2017) e timoquinona (EBRAHIMI et al., 2017).

Vale ressaltar que os compostos fendlicos e seus derivados, que, geralmente,
possuem atividade antioxidante, depois de certo limiar, passam a ter um efeito
contrario gerando uma atividade pré-oxidante. Estudos mostram que Varios
antioxidantes podem exibir um comportamento pré-oxidante sob certas condi¢cfes, e
essa dualidade depende de fatores como o potencial de reducdo de metal, o

comportamento quelante, o pH, a solubilidade e dose da substancia (SHIN, 2007).

A levodopa e a carbidopa, por exemplo, que sdo substancias comumente
utilizadas no tratamento da doenca de Parkinson, possuem seus efeitos antioxidantes.
Porém, em estudos in vitro com solu¢des de levodopa e carbidopa, as concentracfes
mais altas passaram a ter atividade pro-oxidante. Os efeitos da L-DOPA sobre a
producdo de radicais livres sdo complexos, mas, geralmente, sdo dependentes de
ferro e peroxido de hidrogénio, de uma forma que estimulam a producéo do radical
OH- (COLAMARTINO et al., 2012; SPENCER et al., 1996).

Outras substancias que também foram descritas com atividade
antiparkinsoniana, e as quais também foram atribuidas as propriedades antioxidantes,
passam a ser pro-oxidantes, dependendo da concentragdo, como, por exemplo: a
vanilina, em que num estudo in vitro, 0,1 mL produziram peroxidacao lipidica e danos
dependente de ferro, sobre o DNA em uma cultura de células (LIU e MORI, 1993) e o
acido felurico, que num estudo in vitro, que possuia solugdes com as concentracdes
variando 0,5 ym a 2 pM/mL, as maiores concentracbes passaram a produzir um
radical fenoxi feltrico , com atividades pro-oxidante (BOURNE e RICE-EVANS, 1997).

O metileugenol e o eugenol, que séo tidos como antioxidantes, também podem

agir como substancias pro-oxidantes. O estudo in vitro de Sipe, et al. (2014) mostrou
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gue essas substancias passam por um metabolismo de oxidacédo e formam radicais
livres. O metileugenol também passa por um processo de autoxidac¢do, de modo que
0 produto pode ser o céation metileugenol e/ou hidroperdxidos organicos. Esses
hidroperoxidos sdo capazes de ativar peroxidases, mesmo sem a presenca do
peréxido de hidrogénio, o que, por um lado, facilita a atividade antioxidante. Porem,
hidroperoxidos ndo sao bons substratos para a enzima catalase, o que demonstra que
essa defesa ndo se torna téo eficaz contra a exposicéo de altas doses do eugenol e
metileugenol (SIPE, et al., 2014).

Em outro estudo, utilizando o eugenol, foi verificada a dualidade de seu efeito
em um modelo de parkinsonismo induzido por 6-OHDA. No pré-tratamento com este
Oleo essencial, ocorreu uma melhora do quadro parkinsoniano bem como uma
prevencao da queda dos niveis de DA no estriado. Enquanto que no pos-tratamento
ocorreu diminuicdo dos niveis de DA, melhora no comportamento e ocorreu uma
diminuicao da atividade da catalase, aumento da atividade da glutationa peroxidase e
aumento de L-ascorbato oxidado no estriado (KABUTO e YAMANUSHI, 2011;
KABUTO et al., 2007).

Esse efeito pré-oxidante do ME, juntamente com o desequilibrio mitocondrial
causado pela rotenona, aumenta ainda mais o estresse oxidativo. ISso sugere que, a
partir de certo limiar, essa substancia deixa de ser neuroprotetora e passa a ser
neurotdxica, pelo menos nesse modelo animal de doenca de Parkinson. Em nosso
trabalho, enquanto que baixas doses do ME (5 mg/kg) produziu efeito semelhante ao
efeito do grupo padréo, as doses mais elevadas (15 e 37 mg/kg) produziram efeitos
semelhantes aos do grupo controle, nos diferentes testes comportamentais.

Logo, mostramos que o pré-tratamento de ratos com metileugenol (5 mg/kg)
produziu efeito antiparkinsonianos significativo. Porém em doses mais elevadas (15 e
37 mg/kg) o ME perdeu sua atividade. Assim, o presente trabalho trouxe novas
perspectivas farmacoldgicas para o tratamento e prevengdo da doenca de Parkinson,

contudo seus mecanismos e doses terapéuticas precisam ser melhor esclarecidos.
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6. CONCLUSAO

O metileugenol (5 mg/kg) reduziu as alteragdes comportamentais do
parkinsonismo induzidas pela neurotoxina rotenona sobre a atividade locomotora,
cataléptica e no rotarod, porém nao reverteu o déficit de memoria, sugerindo possivel

acio neuroprotetora.
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6.1 PERSPECTIVAS

Pretende-se continuar os estudos com o metileugenol em modelos
experimentais da doenga de Parkinson para um melhor entendimento dos seus efeitos

e mecanismo de ac¢ao. Estes estudos irdo incluir:

¢ Andlises histoldgicas do modelo experimental, utilizando rotenona;

e Mensuracao de enzimas antioxidantes como Superoxido Dismutase e Catalase
no modelo experimental, utilizando rotenona;

e Mensuracao peroxidacao lipidica do modelo experimental, utilizando rotenona;

e Mensuracédo da atividade anticolinesterasica do metileugenol;

e Fazer as mesmas andlises com outras doses do metileugenol (1 mg/kg e 10
mg/kg);

e Fazer as mesmas analises em modelos experimentais induzidos por

haloperidol e MPTP, para uma melhor elucidagdo dos mecanismos;
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