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Resumo

A doenca de Parkinson (DP) € uma doenca neurodegenerativa em que héa
diminuicdo de dopamina na substancia negra no sistema nervoso central (SNC), o
gue gera problemas motores e ndo motores. A Passiflora alata € uma planta de
amplo potencial biolégico antioxidante, que pode ser utii em terapias para
patologias do SNC. Portanto, objetivou-se avaliar a capacidade motora em um
modelo animal da DP, tratado com extrato de P. alata, através dos testes
comportamentais de campo aberto e natacdo forcada. Foram utilizados ratos
Wistar machos, divididos em dois grupos (SHAM e 6-Hidroxidopamina [6-OHDA]).
Cada grupo foi dividido em quatro subgrupos de acordo com o tratamento: veiculo
(controle), 100mg/kg, e 200mg/kg e 300mg/kg. Os ratos foram submetidos a
cirurgia estereotaxica para a infusdo de solucdo salina (SHAM) e 6-OHDA. Apos,
0s animais foram tratados durante 14 dias com as respectivas doses do extrato e
entdo foram realizados os testes comportamentais. Nado houveram alteracdes
motoras significativas.

1. Introducéo

A DP é uma patologia do SNC que decorre principalmente da morte dos
neurénios produtores de dopamina. Na atualidade ndo ha medicamentos capazes
de impedir a progressdo da DP. A Passiflora alata € uma planta que apresenta
propriedades antioxidantes bem estabelecidas na literatura (RUDNICKI, 2005).
Como o estresse oxidativo esta envolvido no mecanismo de desenvolvimento da
doenca € valido avaliar substancias com propriedades antioxidantes. Desta forma,
objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito do extrato de Passiflora alata no
prejuizo motor num modelo animal da DP induzido por 6-OHDA.

2. Material e Métodos

A coleta da planta (Passiflora alata curtis) realizou-se em Curitiba, PR, em
2016. A extracdo do extrato hidroalcodlico de P. alata (EHPA) realizou-se sob
refluxo, até a exaustdo, com o auxilio de aparelho de Soxhlet, utilizando como
solvente uma solugéo hidroetandlica a 95% (v/v).

Utilizaram-se ratos machos Wistar procedentes do biotério da UEPG para os
testes. O projeto aprovou-se pelo comité de ética da UEPG (Protocolo 046/2016).

2.1 Avaliagao do efeito do tratamento com extrato de Passiflora alata por meio de
testes comportamentais

Objetivou-se avaliar o efeito resultante do tratamento com extrato de
Passiflora alata. Utilizou-se 44 animais divididos em 4 grupos quanto ao
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tratamento: Grupo Controle (n=10) Passiflora alata 100 mg/kg/dia de EHPA
(n=11), Passiflora alata 200 mg/kg/dia de EHPA (n=11), Passiflora alata 300
mg/kg/dia de EHPA (n=12).

Prepararam-se os extratos administrados a partir do EHPA seco, o qual foi
pesado e suspendido em agua. O tratamento foi administrado diariamente,
durante 14 dias. Para isto, preparou-se 3 solu¢bes com as concentracdes de
100mg/mL, 200mg/mL e 300mg/mL e cada animal recebeu 1 mL de extrato
(correspondente a concentracdo do seu grupo) ou de veiculo (Agua), por via oral,
por meio de gavagem.

Realizou-se o teste de campo aberto no 20° dia e o teste de natacéo forcada
no 24° dia. Ainda, todos os testes realizaram-se no periodo da tarde, sendo
gravados para posterior avaliagao. Para o teste de campo aberto utilizou-se uma
arena de madeira, com o piso dividido em quadrados. Os parametros avaliados
foram a ambulac&o e o nimero de levantadas. Ja para o teste de natacdo forcada
utilizou-se um cilindro de plastico opaco, preenchido com agua até a altura de 30
cm do cilindro. O teste consistiu em duas sessfes, sendo a primeira uma sesséo
de ambientacédo realizada no 23° dia, e a segunda que é o teste em si, realizada
24 horas depois. Foram avaliados os seguintes parametros no teste: tempo de
imobilidade, de natacao e de escalada.

2.2 Avaliagéo do extrato em um modelo Animal da Doencga de Parkinson

Avaliou-se o efeito do extrato em um modelo animal de doenca de Parkinson
induzido por 6-OHDA. Utilizou-se 57 animais, dispostos nos seguintes grupos
experimentais: SHAM + Controle (Veiculo) (n=11); 6-OHDA + Controle (Veiculo)
(n=12); 6-OHDA + 100 mg/kg/dia de EHPA (n=11); 6-OHDA + 200 mg/kg/dia de
EHPA (n=12); 6-OHDA + 300 mg/kg/dia de EHPA (n=11).

Antes da realizagdo dos tratamentos, submeteu-se 0s animais a cirurgia
estereotaxica, o procedimento foi realizado de mesma maneira como descrito por
Schamne (2014) e Vecchia (2013). O preparo e o tratamento com o extrato e 0s
testes comportamentais foram realizados de mesma maneira como citados na
secao anterior.

2.3 Analise Estatistica

Os dados foram expressos em média e erro padrdo da média. Os dados
foram analisados utilizando o software estatistico GraphPad Prism® 5.01.
Primeiramente, verificou-se a normalidade dos dados com o teste de Shapiro-
Wilk. Os dados ndo paramétricos foram avaliados através do teste de Kruskal-
Wallis seguido do teste post-hoc de Dunn, enquanto que, analisou-se os dados
paramétricos por analise de variancia (ANOVA) de uma via seguido do teste post-
hoc de Newman Keuls. As diferengas entre os grupos foram consideradas
significantes quando p<0,05.

3. Resultados e discussao

TABELA 1 - Resultados do teste de campo aberto para animais do grupo
tratamento.

EHPA EHPA EHPA , ..
Controle 100 200 300 Estatistica
- 66,50 69,82 59,27 50,50 p= 0,3804
Ambulagao + + + + ANOVA
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0,45 0,2 0,71 0,41

17,40 19,82 16,64 13,75 p= 0,1445
Levantadas + + + + Kruskal-

6,24 7,84 8,06 8,12 Wallis

Legenda: Nao houve diferenca nos pardmetros de ambulacéo e levantadas. O tratamento com o
EHPA n&o promoveu alteracdes na capacidade motora. Fonte: a autora (2018).

TABELA 2 - Resultados do teste de natacdo forcada para animais do grupo
tratamento.

EHPA EHPA EHPA , ..

Controle 100 200 300 Estatistica

Tempo de 2242 + 226,2 + 223,7 + 220,1+ p= 0,8668
natago (s) 15,49 9,432 20,99 21,45 ANOVA

i;irgiﬁg;dee 43,33 + 25,42 + 28,00 + 34,06 + p= 0,0997
©) 15,31 13,05 24,77 13,04 ANOVA
ng‘;g ddae 32,45 + 48,38 + 48,32 + 45,87 + p < 0,05
© 8,412 15,43 13,51 13,00 ANOVA

Legenda: Verifica-se diferenca significativa no tempo de escalada do grupo controle em
comparacdo com os demais. Fonte: a autora (2018).

TABELA 3 - Resultados do teste de campo aberto para animais operados.

6_
SHAM 6- 6- 6-
contro- | MDA | oHDA | OHDA | oOHDA | 2
le le 100 200 300
61,73 50,83 550’+5 58 54,73 p=
Ambulagéo + + 30_2 + + 0,8969
9,78 23,18 1’ 31,03 39,33 ANOVA
16,73 10,17 14,5 15,17 17,27 p=
Levantada + + 5+ + + 0,2082
6,32 4,15 9,43 6,96 10,57 ANOVA

Legenda: Nao houve alteracbes nos parametros de ambulacdo e levantadas. Fonte: a autora
(2018).

TABELA 4 - Resultados do teste de natacao forcada para os animais operados.
6- 6- 6- 6- i
oMAM | OHDA | OHDA | OHDA | OHDA | FSU%
Controle 100 200 300
Te(;npo 228.4 177,1 217,0 216,9 222,7 p<
te ) N + + + + 0,0001
Te(;npo 40,05 91,31 41,30 39,24 24,12 p<
_ b_l?’d : - + = + + 0,0001
imo (ISI) ade 18,14 21.94 25,35 23,13 21,73 ANOVA
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Tegnepo 31,51 31,57 41,66 43,83 53,22 p<
escalada + + + + + 0,001
8,562 12,65 12,84 11,08 13,38 ANOVA

(s)

Legenda: Ocorreram alteracdes nos parametros de natacdo e imobilidade quando comparados os
grupos tratamento e o grupo 6-OHDA controle. Fonte: a autora (2018).

Para investigar se 0 aumento no tempo de imobilidade e a diminuicdo no
tempo de natagcdo nos animais do grupo 6-OHDA estavam relacionados a um
efeito motor, foi feita uma analise de correlacdo (Pearson) entre os parametros de
tempo de natagcdo/imobilidade e ambulacdo (campo aberto). Verificou-se
correlacdo negativa indicando que os resultados sdo decorrentes de alteracfes
comportamentais e ndo motoras. Sabe-se que 0 prejuizo motor € gerado de
acordo com a dose de 6-OHDA utilizada. (SCHAMNE, 2014). Sugere-se que para
a avaliacao do efeito neuroprotetor frente a alteracdes motoras causadas pela 6-
OHDA, a metodologia realizada para a lesdo na via nigroestriatal poderia ser
diferente, necessitando-se de um namero maior de animais. Quando avaliadas em
diferentes modelos de DP, as Passifloras desencadearam efeitos neuroprotetores
significativos sobre as alteracbes motoras. (BRANDAO et al., 2017; INGALE &
KASTURE, 2014).

4. CONCLUSAO

Conclui-se no presente estudo que a aplicacédo do extrato hidroalcéolico de
Passiflora alata de acordo com a metodologia utilizada ndo promoveu efeitos
significativos no prejuizo motor num modelo animal da DP induzido por 6-OHDA.
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