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APRESENTACAO

Nos itendNTRODUCAO e REVISAO BIBLIOGRAFICA , constam uma reviséo
sucinta da literatura sobre os temas trabalhadsia dessertacéo.

A metodologia realizada e os resultados obtidosfgeem parte desta dissertagéo
estdo apresentados sob a forma de um manuscrite, sgu encontra no item
MANUSCRITO. No mesmo constam as secOes: Materiais e Métodesultados,
Discusséao e Referéncias Bibliograficas.

Os itensDISCUSSAO E CONCLUSOES,encontradas no final desta dissertacéo,
apresentam descricdes, interpretacdes e comentgeoms sobre os resultados do
manuscrito presente neste trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citacdes que
aparecem nos itendNTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA, DISCUSSAO e
CONCLUSOES desta dissertacao.



Xii

RESUMO

Dissertacédo de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Biol6gicgaguBnica Toxicolégica
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

INGESTAO DA TINTURA DE VALERIANA OFFICINALIS PROTEGE DA
DISCINESIA OROFACIAL INDUZIDA POR RESERPINA EM RATO S

AUTORA: Romaiana Picada Pereira
ORIENTADORA: Vera Maria Morsch
CO-ORIENTADOR: Joao Batista Teixeira da Rocha
LOCAL E DATA DA DEFESA: Santa Maria, 15 de abril 8609.

Considerando as hipoteses do papel da neurotras@&migmbaérgica e do estresse
oxidativo no desenvolvimento de movimentos oraisoesdos a neuropatologias
importantes, o presente estudo investigou a pddsamlidade da tintura d¥. officinalis
na prevencdo dos movimentos de mascar no vazio (MiMizidos por reserpina em
ratos. Os animais foram tratados com reserpinag/Kgy s.c.) e/ou conV. officinalis (na
agua de beber). MMV, atividade locomotora e medidasestresse oxidativo foram
avaliadas. O efeito neuroprotetor daofficinalis contra a toxicidade celular induzida por
ferro foi investigada em fatias de cértex cerebralém disso, fez-se a identificacdo do
acido valérico e do acido galico por HPLC na tiatale V. officinalis Os resultados
demonstram que a reserpina causou um aumento nds dWisindo comparado com o seu
veiculo e o co-tratamento covh officinalisfoi capaz de reduzir a intensidade dos MMV. A
reserpina ndo alterou de forma significativa algpasametros de estresse oxidativo
analisados nas estruturas do cérebro (cortex, &mppo, estriado esubstantia nigra
Porém, uma correlacdo positiva entre 0s niveisxi#gagdo da DCF (uma estimativa do
estresse oxidativo) no cortex e o niumero de MM\O(PS) foi observada. Além disso, foi
observada uma tendéncia a haver uma correlacadiveegatre a atividade da N&'-
ATPase nasubstantia nigrae o numero de MMV (p= 0.055)n vitro, V. officinalis
protegeu as fatias de coértex cerebral contra aotedcidade induzida por ferrdesta
forma, pode-se concluir que\a officinalis apresentou efeitos neuroprotetores em ratos
tanto in vitro quantoin vivg ou seja, reduziu a neurotoxicidade induzida gorofe os
MMV induzidos por reserpina, provavelmente via madéo do estresse oxidativo em
nucleos especificos do cérebro e sua acao gabaoami@brém, os mecanismos envolvidos
nesta atividade protetora necessitam de mais igaeses para melhor entender a agdo da
V. officinalis

Palavras-chaveValeriana officinalis Reserpina; Discinesia Tardia; Doenca de
Fjarkinson; Es'gresse Oxidativo; Movimentos de MaswarVazio; Discinesia Orofacial;
Acido Galico; Acido Valerico.
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ABSTRACT

Master Dissertation
Graduate Course in Biological Sciences: ToxicolapgBiochemistry
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

INTAKE OF THE VALERIANA OFFICINALISTINCTURE PROTECTS AGAINST
OROFACIAL DYSKINESIA INDUCED BY RESERPINE IN RATS

AUTHOR: Romaiana Picada Pereira
ADVISOR: Vera Maria Morsch
CO-ADVISOR: Joao Batista Teixeira da Rocha
DATE AND PLACE OF THE DEFENSE: Santa Maria, Ap|15th, 20009.

Considering the hypothesis that GABA and oxidatsteess are involved in the
development of oral movements associated with itappmeuropathologies, the present
study investigated the possible ability\afofficinalisin the prevention of vacuous chewing
movements (VCMs) induced by reserpine in rats. Aduoble rats were treated with
reserpine (1 mg/kg, s.c.) and/or with officinalis (in the drinking water). VCMs,
locomotor activity and oxidative stress measureserdre evaluated. The neuroprotective
effect of V. officinalis against iron-induced cell toxicity was investighia brain cortical
slices. Furthermore, we carried out the identifora of valeric acid and gallic acid by
HPLC in theV. officinalis tincture. Our findings demonstrate that reserpiaesed a
marked increase on VCMs and the co-treatment Witbfficinaliswas able to reduce the
intensity of VCM. Reserpine did not induce oxidatistress in cerebral structures (cortex,
hippocampus, striatum arglibstantia nigra However, a significant positive correlation
between DCF-oxidation (an estimation of oxidativeess) in the cortex and VCMs
(p<0.05) was observed. Moreover, a tendency foegative correlation between N&'-
ATPase activity irsubstantia nigreand the number of VCMs was observed (p= 0.06).
vitro, V. officinalis protected brain cortical slices viability againse(B-induced
neurotoxicity. In conclusiory. officinalishadin vitro andin vivo neuroprotective effects in
rats, i.e., reduced Fe(ll) neurotoxicity and resepnduced VCMs, probably via
modulation of oxidative stress in specific braincleus and its GABA-mimetic action.
However, the mechanisms involved in this protectesvity needs to further investigated
to better understand the action\ofofficinalis

Keywords: Valeriana officinalis Reserpine; Tardive Dyskinesia; Parkinson’s
disease; Oxidative stress; Vacuous chewing movesnéital Dyskinesia; Gallic Acid;
Valeric Acid.



1. INTRODUCAO

Movimentos orais sdo importantes sintomas assogiadd condicdes
neuropatoldgicas e farmacoldgicas, tais como disgantardia (DT) (Llorca, 2002), doenca
de Parkinson (DP) (Paille, 2004; Jicha e Salomdf9l), Doen¢ca de Huntington
(Smythies, 1999) e doenca de Alzheimer (Donairelle&S&adie, 2001). Estas sindromes
sdo particularmente importantes devido a sua a#teafencia em humanos (Llorca, 2002;
Paille, 2004; Jicha e Salomone, 1991; Smythies9;1P8naire e Gil-Saladie, 2001). A DT,
por exemplo, uma sindrome relacionada ao uso @daigcneurolépticos, aparece em 20-
30% dos pacientes sob tratamento com neuroléegt@® e Smith, 1982; Woerner e cols.,
1991; Yassa e Jeste, 1992; Andreassen e Jorge23@m). A DP, dentre as desordens
neurodegenerativas relacionadas com a idade, guadse de maior prevaléncia, com mais
de um milh&o de casos somente nos Estados Unide® @cols., 2005). Varios trabalhos
tém focado no desenvolvimento destas sindromegnRar mecanismo envolvido na sua
patogénese permanece desconhecido.

A este respeito, diferentes modelos animais pastudo de distdrbios envolvendo
movimentos orais, em particular movimentos de masta vazio (MMV), tém sido
propostos como modelos potenciais para o estuddId@bilio e cols., 2002, 2003, 2004,
Carvalho e cols., 2003; Faria e cols., 2005; Negs&ler e cols., 1991; Neisewander, 1994;
Raghavendra e cols., 2001) bem como da DP (BaskKsalamone, 1993; Salamone e
Baskin, 1996; Paille e cols., 2004). Em relacdoMbB/, varios estudos tém dado atencdo
especial ao papel do estresse oxidativo e tém wmawoiseu envolvimento na discinesia
orofacial (DO) (Abilio e cols, 2003; Burger e col2003; Naidu e cols., 2004). Porém,
mudancas no balanco entre a neurotransmissao dofrgica, glutamatérgica e gabaérgica
podem ser consideradas fatores importantes nanstadaicdo que poderia ser seguida pelo
estresse oxidativo em areas especificas do cé(€lode e Puttfarcken, 1993; Dekeyser,
1991; Fibiger e Lloyd, 1984; Burger e cols., 2005).

Um modelo que tem sido extensamente usado natlitarpara induzir DO envolve
o tratamento agudo com reserpina. Esta droga aceacio das reservas de dopamina
(DA) vesicular via bloqueio da recaptacdo de morioano que pode aumentar 0s niveis

de DA e, consequentemente, seu metabolismo via amana oxidase (MAO). Neste



cenario, a exacerbacdo do metabolismo da DA pod® k& superproducdo de radicais
livres, particularmente, nos ganglios da base {Al&lcols., 2003; Bilska e Dubiel, 2007;
Burger e cols., 2003; Naidu e cols., 2004). A quiade relativamente alta de ferro nos
ganglios da base pode também contribuir para o ationtk®d estresse oxidativo nesta regido
rica em DA. De fato, tem sido postulado que a ag#@o ferro e DA nos ganglios da base
pode ser um fator importante para o desenvolvimegatbP e DT (Arreguin e cols., 2009;
Aisen e cols., 1999; Qian e cols., 1989Waiman, 1991).

Outra hipotese importante tem discutido o envolvitnede rotas gabaérgicas no
desenvolvimento de MMV em ratos. Esta hipoteseséeatada por estudos onde agonistas
GABA inibiram o desenvolvimento de MMV induzidos rpteserpina e neurolépticos.
(Peixoto e cols., 2003; Kaneda e cols., 1992; Gealse, 1994). Ha também alguns estudos
em humanos onde agonistas GABA melhoraram a DT ifiiaga e cols., 1979; 1983;
Morselli e cols., 1985). Assim, preparagbes queepgath modular tanto o estresse
oxidativo quanto a neurotransmissao gabaérgicagrpaekr consideradas interessantes no
tratamento de desordens do movimento.

Raizes de ValerianaVéleriana officinalis L., Valerianaceae) tém sido usadas
durante séculos como calmante e indutora de soncCgbk, 2002; Morazzoni e
Bombardelli, 1995), estando entre as ervas medécimais amplamente usadas (Fugh-
Berman e Cott, 1999). Os mecanismos envolvidos atagdades farmacoldgicas e
terapéuticas da/. officinalis ndo estdo ainda completamente esclarecidos. Dados d
literatura tém indicado que um aumento na transmisgabaérgica poderia ditar as
propriedades terapéuticas do extrato desta pla#&iiau¢ashed e cols., 2004; Mennini e
cols., 1993; Cavadas e cols., 1995; Houghton, J98&centemente, dados da literatura
indicaram que & . officinalisexibiu atividade antioxidante em diferentes mod@hogitro
(Sudati e cols., 2009; Malva e cols., 2004) e apreal efeito citoprotetor em um modelo
experimental de DHn vitro (Oliveira e cols., 2009). Além disso, nenhum sidal
toxicidade do seu uso tem sido reportado (Fachimetbls., 2007; Tabach e cols., 2009).

Neste contexto, considerando queVa officinalis tem atividade antioxidante e
propriedades gabamimeticas e que o desenvolvintenMMV envolve estresse oxidativo
e participacdo da neurotransmissao do GABA, nesdtale, foi testado o efeito da tintura

de V. officinalisem um modelo animal de MMV induzidos por reserg@naratos. Além



disso, foi investigada a presenca de um compostiié® (acido galico) com propriedade
antioxidante conhecida (Pereira e cols., 2009; 8awls., 2008\Wu e cols., 2009) e de
acido valérico, que pode ser um dos componentepomedveis pela atividade

farmacoldgica d&. officinalis, no extrato testado.



2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar o possivel efeito da tintura dkaleriana officinalisna discinesia orofacial

induzida por reserpina em ratos.

Objetivos especificos

- Verificar a presenca de acido galico (um compéstdlico) e de acido valérico

na tintura dé/. officinalis

—> Investigar o efeito da tintura dé officinalissobre os movimentos de mascar no

vazio induzidos por reserpina em ratos;

- Avaliar a atividade locomotora dos animais tragadom reserpina e /oJ.

officinalis;

- Investigar o efeito dos tratamentos com reserpifoan V. officinalis sobre a
peroxidacdo lipidica em diferentes estruturas careb(cértex, hipocampo, estriado e

substantia nigrade ratos;

- Investigar o efeito dos tratamentos com reserpifoa V. officinalis sobre a

producédo de EROs nas diferentes estruturas ceselgaatos;

- Investigar o efeito dos tratamentos sobre os siglei carbolilacdo de proteinas

nas diferentes estruturas cerebrais de ratos;

> Analisar a atividade da enzima W& 'ATPase nas diferentes estruturas

cerebrais dos ratos apos os tratamentos acinusijta



- Avaliar o efeito da tintura d¥. officinalis sobre a viabilidade celular em fatias

de cortex cerebral de ratos expostas ao farvdro.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1) ESTRESSE OXIDATIVO E DESORDENS NEURODEGENERATIVAS:

Sabe-se que todos o0s organismos aerdbicos nenesgdaoxigénio para sua
sobrevivéncia, porém a hiperoxia (excesso gec@usa toxicidade aos mesmos, incluindo
neurotoxicidade (Chavko e cols., 2003). Estes osgars produzem espécies reativas de
oxigénio (EROs) ou espécies reativas de nitrog@aRNs) constantemente em condicdes
fisiologicas normais. Dentre estas espécies est@adicais livres (RLs), que sdo definidos
como moléculas ou fragmentos moleculares com ummais elétrons desemparelhados.
Em condi¢cdes normais, tais espécies ndo causanmumenkoxicidade aos organismos
devido a presenca de mecanismos antioxidantesshdas

A capacidade antioxidante endogena € composta grasvvitaminas e enzimas
como, por exemplo, as enzimas catalase (CAT), éujuler dismutase (SOD) e glutationa
peroxidase (GPx). Desta forma, 0 estresse oxidaivee origina na ocorréncia de um
desequilibrio entre a capacidade antioxidante darosmo e EROs ou ERNs, em favor das
tltimas. Este desequilibrio, definido como estressiglativo, estd entre os fatores que
predispde a ocorréncia de desordens neurolégias@Hi, 2009).

O dano oxidativo pode ocorrer em todas as céldesbecas, porém o cérebro é um
orgao particularmente susceptivel. Uma das razées ipso € o seu alto consumo de O
(aproximadamente 20% do consumo ded® todo corpo) (Halliwell, 2006), além disso, o
cérebro apresenta um nivel relativamente baixondemas antioxidantes, niveis elevados
de metais de transicdo e, ainda, é rico em acidmsog poliinsaturados, propiciando a
ocorréncia da peroxidacao lipidica (Reiter, 1996hiLe cols., 2003). Existem muitas
desordens neurodegenerativas nas quais difereatg8es cerebrais estdo envolvidas,
apresentando os mais variados sintomas e tendcemtés causas, cuja patogénese se
correlaciona com o estresse oxidativo (Halliwellp@). Dentre elas, podemos citar como

exemplo, as doencas de Parkinson, Alzheimer, Hghatine a DT (Halliwell, 1992;



Simonian e Coyle, 1996; Gilgun-Sherki e cols., 2004hr e cols., 2003; Honda e cols.,
2004; Todorich e Connor, 2004; Onodera e cols.32@hen, 2000; Liu e cols., 1996;
Casey, 1995; Lohr, 1991).

Neste contexto, varios trabalhos séo feitos atuatkenea busca de novos compostos
com atividade antioxidante que tenham potenciad paverter o estresse oxidativo e assim
atuar na cura e prevencao de uma série de doeegsascddeadas por estes eventos (Pereira
e cols., 2009; Sudatti e cols. 2009; Bastiane@uigion, 2002; Avila e cols., 2008; Wagner
e cols., 2006; Williams e cols., 2004; Patel e.c@B07). Dentre os compostos amplamente
estudados por seu potencial promissor na buscal$tascias antioxidantes, destacam-se
0s produtos naturais, tais como as plantas medcidavido a presenca de uma série de
compostos com propriedades antioxidantes fazende ga sua constituicdo. Neste grupo
de constituintes, destacam-se os compostos fesplmmo por exemplo, o acido galico,
por possuirem um papel chave na eliminacéo deaiadigres descrito em varios trabalhos
(Moller e cols., 1999; Madsen e cols., 1996 Banls.c2008; Pereira e cols., 2009).

3.2) DISCINESIA TARDIA:

A DT é uma desordem caracterizada por movimentasnais involuntarios e
repetitivos que consiste em um efeito colateralodeate da terapia prolongada com
medicamentos neurolépticos ou apds a retirada desnos, 0S quais sdo amplamente
utilizados, desde 1950, no tratamento de paciecdes doencas mentais cronicas, tais
como a esquizofrenia (Soares e McGrath, 1999).dDsoliépticos classicos sao efetivos no
controle de sintomas positivos desta doenca, comoinacdes, porém 20-25% dos
pacientes em tratamento continuo com estas dragassentam sinais da desordem
(Andreassen e Jorgensen, 2000), o que pode resunitaonsideravel desabilidade fisica e
social. (Barnes e Edwards, 1993). Esta sindronexrdiigetica atinge mais frequentemente a
face, a boca e a lingua (regido orofacial), porém variedade de anormalidades motoras
menos freqlentes nos membros superiores, infereores tronco podem também ocorrer
(Kane, 1995). Além da alta prevaléncia da DT, um akpectos mais serios desta sindrome

€ que ela pode persistir por meses ou anos amhisada da droga, e em alguns pacientes, é



irreversivel (Crane, 1973; Jeste e cols., 1979,e¥;a%985; Glazer e Hafez, 1990). A

prevaléncia da DT aumenta fortemente com a idaglgcsacima de 50% em pacientes
com mais de 50 anos. Desta forma, a idade € utmaéissimportantes fatores de risco para
a ocorréncia desta sindrome (Kane, 1995; Cava#eBmeraldi, 1995; Woerner, 1998),

podendo também ser mais severa e persistente espageglosas (Kane, 1992, 1995;
Gardos e Cole, 1992). Discinesias espontaneasogsessio tratadas) também podem
ocorrer, com uma prevaléncia de aproximadamente(&he e Smith, 1982), sendo

também mais frequente com o aumento da idade (C&88%). Outros fatores de risco

podem incluir patologias estruturais do cérebroficti® neuropsicologicos, diabetes

mellitus, doencas mentais severas (distlrbios vafetie esquizofrenia), outros efeitos
colaterais extrapiramidais, porém resultados damfles tém sido obtidos em relacdo a
importancia destes fatores (Kane, 1995; CavalleBmeraldi, 1995). Alguns estudos tém
indicado que fatores genéticos também podem desdrapem papel na susceptibilidade
ao desenvolvimento da DT (Yassa e Ananth, 1981nki¢dd e cols, 1981; Waddington e

Yussef, 1986; Tamminga e cols., 1990; Rosengartaitse 1994; Steen e cols., 1997).

E importante ressaltar também que os antipsicottipicos tém um risco muito
baixo de induzir DT, porém apresentam uma sérieulms efeitos colaterais, como por
exemplo, diabettes mellitus tipo 2 e agranulocitg$éenderson, 2002), além de ndo serem
tdo eficazes no controle dos sintomas positivogstplizofrenia e terem um custo mais
elevado que os tipicos.

As bases patofisiolégicas da DT permanecem aindatoi@&imente elucidadas,
porém varias hipoteses tém sido apresentadas. Rotosmanos, a hipdtese da
supersensibilidade dopaminérgica foi amplamentetaac@orém hoje é considerada
inadequada (Wolfarth e Ossowska, 1989). Esta lspddefende a idéia de que o blogqueio
dos receptores de DA pelas drogas neurolépticaseripodoroduzir um aumento
compensatorio no numero e na sensibilidade dopt@es dopaminérgicos, o que poderia
culminar com um estado hiperdopaminérgico e sinsorolnicos tais como a DT
(Cavallero e Smeraldi, 1995; Kane, 1995). Outrdieapdo defendida por alguns autores &
a hipotese da excitotoxicidade, onde o tratamenttopgado com neurolépticos poderia
aumentar a liberacéo estriatal de glutamato, levaneicitotoxicidade (DeKeyser, 1991), o

gue exerceria importante papel no desenvolvimeat®T. Nesta revisdo, daremos énfase



as hipoteses mais relevantes para 0 nosso esuglsaq a hipotese gabaérgica e a hipétese
dos radicais livres, as quais estdo entre as nwEgaa atualmente, todavia devemos
ressaltar que este fato ndo exclui a participago alitros sistemas neurotransmissores
como o dopaminérgico e o glutamatérgico.

3.2.1) Hipdtese gabaérgica para explicar a patofdogia da DT:

Esta hipotese baseia-se em dados que demonstrardimmaicdo na atividade da
enzima &cido glutdmico descarboxilase (GAD), quéalisa a descarboxilacdo do
glutamato para a sintese do &acidaminobutirico (GABA), nasubstantia nigraglobus
pallidus e nucleo subtalamico de macacos e ratos apresentamvimentos orais induzidos
por neurolépticos. Isto provocaria alteracdes aastmissdo do GABA nos ganglios basais
levando ao desenvolvimento da DT. Além disso, bigtétese é sustentada por estudo em
ratos, onde agonistas GABA inibem MMV induzidos peurolépticos (Kaneda e cols.,
1992; Gao e cols., 1994). H4 também alguns esteaibBumanos onde agonistas GABA
melhoram a DT (Tamminga e cols., 1979, 1983).

3.2.2) Hipotese dos radicais livres para explicar patofisiologia da DT:

Esta hipGtese sugere que o estresse oxidativo énemanismo envolvido na
patogénese da DT (Cadet e cols., 1987; Lohr e,c®03). Este evento ocorreria da
seguinte forma: os neurolépticos atuariam bloqueaosl receptores dopaminérgicos,
podendo causar um aumento compensatério na sidedeA. Este aumento de DA,
aumentaria também sua desaminacéo oxidativa eatalizela enzima monoamina oxidase
(MAO) bem como sua autooxidacdo, com consequemteaftho de kD, que pode ser
convertido a radical hidroxil, altamente toxicoawieacdo de Fenton, mediada por ferro
(Graham, 1978; Chiueh e cols, 1992). Estes radieatfio iniciariam a peroxidacao
lipidica, oxidacdo de cadeias de aminoacidos nateipas e provocariam danos no DNA e

outras biomoléculas vitais (Finkel e cols., 200@&IKé e cols., 2004; 2007). Os niveis
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aumentados de EROs poderiam prejudicar tanto aotmansmissdo quanto a viabilidade
celular. Esta hipétese € também sustentada palasstu vitro onde o haloperidol induz
estresse oxidativo (Behl e cols., 1996; Sagara8;1P®st e cols., 1998) e a vitamina E
diminui as mudancas no metabolismo estriatal deoammas induzidas por neurolépticos
(Jackson-Lewis e cols., 1991), além de protegetr@oa morte celular induzida por
neurolépticos (Behl e cols., 1995). Varios estuéas mostrado efeito protetor da vitamina
E nos sintomas da DT (Egan e cols., 1992; Daludle,, 1994; Abilio e cols., 2003, Faria e
cols., 2005). Aléem da vitamina E, outras subst@naatioxidantes também tém sido
estudadas na tentativa de reverter esta sindroani @ cols., 2005; Burger e cols., 2004).
Varias evidéncias na literatura demonstram tratémseantioxidantes prevenindo DT (Lohr
e col., 2003; Dannon e cols., 1997).

Um outro fator, que também sustenta a hipéteseatbsais livres, é o fato de que
hd um aumento na geracdo e no acumulo de EROs cwmiade, resultando no dano
oxidativo de moléculas biolégicas criticas (Amesads., 1993; Gunne e cols., 1986;
Hensley e cols., 2002; Wickens, 2001), e evidéndasionstram que ha também um
aumento da DT com a idade (Ames e cols., 1993;yGasels., 2000; Lohr e cols., 2003;
Burger e cols., 2004). De acordo com esta idéigural estudos também mostraram

aumento no estresse oxidativo em pacientes conTBéi € cols., 1998).

3.3) DOENCA DE PARKINSON:

A DP é uma das desordens neurodegenerativas nmisespcaracterizada por uma
perda seletiva de neurbnios dopaminérgicosutstantia nigrdDawson e Dawson, 2003),
afetando 1-2% da populacdo acima de 65 anos (Edéemachulz, 2003). A causa desta
desordem permanece ainda desconhecida. Fatoresraaibie genéticos parecem estar
relacionados a sua etiologia (Gorell e cols., 2@zer, 2007).

Pacientes com DP apresentalistirbios motores, déficits cognitivos (Dubois e
cols., 1994; Shults, 2003; Lauterbach, 2004; OWe04; Matsui e cols., 2006), alteracbes
associadas a resposta a estimulos (Shohamy e2ff$;, Nagy e cols., 2007), entre outros

sintomas. Alguns pacientes podem também sofrer d@edade, depressdo, disturbios
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autondmicos e deméncia (Dawson e Dawson, 2003)d&stsugerem que 0s sintomas
cognitivos observados parecem estar diretamenéeioabdos com os déficits motores
(Carvalho e cols., 2006). Apesar de haverem tesapiatomaticas efetivas, nenhuma
terapia neuropreventiva ou neurorestaurativa foiaestrada (Dawson e Dawson, 2002).

Interagbes entre diversos sistemas neurotransregssms ganglios da base estao
envolvidas nos aspectos que regulam a funcdo matar@ionada ao parkinsonismo. Além
da DA, pesquisas tém sugerido varios outros neursinissores, incluindo acetilcolina,
serotonina, glutamato e GABA, em aspectos da fuegdisfungdo motora (DeLong, 1990;
Salamone e cols., 2001; Wichmann e cols., 2001;si@sue cols., 1997). Mais
recentemente, a adenosina também tem sido implitadagulacdo das funcbes motoras
dos ganglios da base (Ferré e cols., 1997; Fetodse 2001; Svenningsson e cols., 1999;
Salamone e cols., 2008).

Uma variedade de marcadores em pacientes com D&elos animais indicam o
envolvimento do estresse oxidativo na patogénesta deenca. Estes incluem peroxidagéao
lipidica (Dexter e cols., 1986, 1989; Jenner, 186ijth e cols., 1987), glutationa reduzida
(Sian e cols., 1994), niveis aumentados de fewoneentracdes reduzidas de ferritina na
substantia nigradestes pacientes (Dexter e cols., 1990, 1992ndetle cols., 1993). Desta
forma, estratégias antioxidantes estdo sendo testedterapia da DP (Alexi e cols., 2000).

Apesar de a etiologia da DP n&o ser ainda compéstemcompreendida, analises
geneéticas, estudos epidemiologicos, investigac@esopatoldgicas e o uso de modelos
experimentais da DP tém fornecido novas informagdg®rtantes na patogénese da DP
(Siderowf e Stern, 2003Dawson e Dawson, 200Betarbet e cols., 2002; Warner e
Schapira, 2003; Beal, 2001pentre estes modelos experimentais, se destaca aais
reserpina. De fato a administracdo de reserpin@edores mimetiza alguns sintomas do
Parkinson, por depletar monoaminas e causar desomi® movimento semelhantes ao
Parkinson (Colpaert, 1987; Gerlach e Riederer, 1996

3.4) RESERPINA E DISCINESIA OROFACIAL:
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A DO é um importante fendmeno com implicacdes ena wé@rie de condi¢cdes
neuropsiquiatricas incluindo DT (Llorca e cols.02)) DP (Paille e cols., 2004; Jicha e
Salamone, 1991), doenca de Huntington (Smythie39)1® doenca de Alzheimer (Donaire
e Gil-Saladie, 2001). A DO induzida pela idade tambtem sido relatada (Wolfarth e
Ossowska, 1989).

A Reserpina € um alcaloide obtido do arbuRauwolfig que tem sido utilizado
durante séculos na india para o tratamento derbisgimentais. Em concentracées muito
baixas, esta droga bloqueia o transporte de momaanmas vesiculas sinapticas atraves da
sua ligacdo a proteina carreadora (Liu e Edwa@%7)1 As monoaminas se acumulam no
citoplasma, onde sédo degradadas pela MAO, dimioutmdonteddo destas monoaminas,
ocorrendo inibicdo da transmissdo sinaptica. Arpase era utilizada na clinica no
tratamento da hipertensdo, porém apresenta efedtzgerais como depressdo, sendo
atualmente utilizada apenas experimentalmente (Rads., 2004).

A DO induzida pelo tratamento agudo com reserpina reedores tem sido
amplamente descrita. De fato, animais tratados gomagente depletor de monoaminas
desenvolve DO caracterizada por protusdo da lintreapor da musculatura facial e
movimentos orais espontaneos (Faria e cols., 2@¥ps movimentos, frequentemente
chamados de movimentos de mascar no vazio (MM\¢),us@ialmente caracterizados por
abertura da boca no plano vertical individual eolomtaria, com ou sem protusao da lingua
(Andreassen e Jorgensen, 2000). A DO induzida eserpina tem sido extensamente
utilizados como modelo animal para o estudo da ®digewander e cols., 1994; Bergamo
e cols., 1997; Queiroz e Frussa-Filho, 1999; Caw/a cols., 2003; Raghavendra e cols.,
2001; Calvente e cols., 2002; Abilio e cols., 23, 2004; Burger e cols., 2003; Naidu
e cols., 2004), bem como o modelo serve também astudo da DP, pois apresenta
caracteristicas similares aos tremores parkinsosi@daskin e Salamone, 1993; Steinpreis
e cols., 1993; Salamone e Baskin, 1996). De acoodo as caracteristicas farmacolégicas
do Parkinsonismo humano, MMV sdo também induzidos ggonistas muscarinicos
(Baskin e cols., 1994; Finn e cols., 1997; Ishiveadols., 2004; Rupniak e cols., 1983) e
por anticolinesterasicos (Collins e cols., 1993yMaga e cols., 1997, Trevitt e cols., 1997).

Assim, este modelo de DO induzido por reserpinatéréssante em vista da relevancia
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clinica das patologias acima citadas, proporciooass$im uma alternativa para um maior
esclarecimento destas importantes desordens domanto.

Similarmente ao que é observado clinicamente, anéstresse oxidativo parece
estar relacionado com as discinesias orais, o des@mento de DO induzido por
reserpina tem sido associado ao aumento do esteisksdivo. A reserpina causa deplecao
dos estoques de DA vesicular por atuar bloqueandecaptacdo de monoaminas, assim
aumentam os niveis citosolicos de DA e, conseqienite, seu metabolismo via MAO.
Este metabolismo acelerado pode levar a superpiiodies RL nos ganglios basais (Abilio
e cols., 2003; Bilska e Dubiel, 2007; Burger e ¢@603; Naidu e cols., 2004). Além disso,
a DA que esta em excesso pode sofrer auto-oxidagd@@ando DA quinona que pode agir
como espécie reativa de oxigénio (Lohr, 1991; 2083kim, 0 cérebro sendo rico em
monoaminas, é mais vulneravel ao dano causado alasis livres e estresse oxidativo
(Lohr e cols., 2003). Varios estudos usando o nmodel DO induzido por reserpina,
mostram evidéncias de estresse oxidativo e perp&iddipidica estriatal aumentados e
compostos com propriedades antioxidantes, tais aoelatonina (Reiter, 1998), ebselen,
quercetina e vitamina E sendo eficazes em revedesintomas da DO (Abilio e cols.,
2002, 2003; Burger e cols., 2003; Naidu e cols0420

A diminuicBo na transmissdo gabaérgica parece eskacionada com a
manifestacdo de MMV (Castro e cols., 2006). Nestegaxto, outros estudos demonstram a
habilidade de drogas gabaérgicas inibirem os mawiose orais (incluindo MMV)
induzidos por reserpina. Por exemplo, o tratamagtalo com &cido valproico (Peixoto e
cols., 2003), uma droga gabamimética que aumergaaatidade de GABA através da
estimulacdo de enzimas que participam da sua siatésbicdo de enzimas que degradam
o mesmo (MacNamara, 2001), bem como o tratamemoagwnistas GABA apresentaram
este efeito contra os MMV em ratos (MacNamara, 20@dixoto e cols., 2005). Em
camundongos, 0 topiramato que, entre outros efediamenta a transmissao gabaérgica,
diminuiu também os MMV neste modelo.

E importante salientar aqui, que alguns autoresiahaatencéo para o fato de que o
modelo de DO induzido por reserpina apresenta aguhmitacdes, por exemplo, no
estudo da DP, o modelo se limita pelo fato de quéraga n&do causa degeneracao

nigroestriatal (Fernandes e cols., 2008). E no aise@studo da DT, sabe-se que, em



14

humanos, a retirada do tratamento prolongado camolépticos leva a exacerbacdo da
sindrome, 0 que nédo € observado em modelos agedo®©dGunne e cols., 1982; Egan e
cols., 1994).

3.5) PRODUTOS NATURAIS EValeriana officinalis:

Ha um crescente numero de trabalhos demonstrandereficios dos produtos
naturais a saude humana. Considerando estes pspdetiacam-se as plantas medicinais,
gue tém sido tradicionalmente usadas no tratanwmtearias doencas. Suas propriedades
terapéuticas e farmacolégicas séo atribuidas eedifes constituintes quimicos isolados de
seus extratos. Dentre tais constituintes, destamaqueles com atividade antioxidante,
gue tém demonstrado efeitos preventivos em var@nghs degenerativas, incluindo
cancer, doencas cardiovasculares e desordens éginad, como, por exemplo, a doenca
de Alzheimer (Carlini, 2003; Cui e cols., 2004; Bs& cols., 2006; Mentreddy, 2007; Leite
e cols., 1986; Velioglu e cols., 1998; Dreostioés 1997; Jankun e cols., 1997; Wiseman
e cols., 1997Hertog e cols., 1993; Au Kono e cols., 1996; Tiger cols., 1997). Desta
forma, as plantas medicinais tém mostrado boa eetisp de aplicacdo na saude humana
(Silva e cols., 2005). Além disso, dados da litmeatdemonstram que as propriedades
farmacoldgicas de extratos brutos de plantas podemperdidas quando se isolam
componentes especificos. Isto indica que parteaslgsbpriedades pode estar relacionada
com o efeito sinérgico de diversos compostos. Assitratos brutos, como por exemplo,
extratos aquosos (chas), podem oferecer maioragagers do que compostos isolados,
uma vez que oferecem um menor custo, apresentandaae farmacoldgica, baixa
toxicidade, além de ser a forma mais utilizadaitfadalmente pela populacdo (Pietrovski
e cols., 2006; Carlini, 2003; Pereira e cols., 2009

Dentre os compostos que fazem parte da constitadigdextratos de plantas, estao
0s compostos fendlicos, tais como os flavonoides, apresentam atividades antioxidante,
anti-inflamatdria, antimutagénica e anticarcinogén(iPereira e cols., 1996; Yang e cols.,
1999; Thompson, 2000; Atoui e cols., 2005; Geetheols., 2005). Estudos também

demonstram que estes compostos sdo mais efetieogsquitaminas C e E em proteger as
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células contra o dano causado por radicais liwdisgman e cols., 1997; Vinson e cols.,
1995).

A Valeriana officinalis(V. officinalis L., Valerianaceae) € um exemplo de planta
medicinal que tem sido amplamente utilizada muntkale, principalmente nos Estados
Unidos e na Europa. Os extratos das raizes deatdapk&do utilizados na medicina
alternativa para o tratamento de insbnia e ansged&tbughton, 1999; Richman e
Witkowski, 1998, 1999; Abourashed e cols., 2004).

Dados recentes da literatura demonstraram efetaprotetor do extrato d&.
officinalis em um modelan vitro da DP (Oliveira e cols., 2008). Além disso, o a&bdr
também tem demonstrado acdo contra a peroxidagidich, apresentando atividade
antioxidante frente a varias neurotoxinas (Mah@ls., 2004; Sudatti e cols., 2009) e ndo
apresentou sinais de toxicidade em ratos apésreat@ cronico (Fachinetto e cols., 2007).

As propriedades farmacoldgicas da Valeriana podetar relacionadas, pelo
menos em parte, a sua atividade antioxidante, porénos mecanismos de acdo também
tém sido propostos para esta planta. Estas ateédasfio atribuidas a diferentes
constituintes presentes na sua composicao, induatepotriatos (valtrato, isovaltrato e
dihidrovaltrato), acido valerénico e &cido valér{®mn der Hude e cols., 1985; Houghton,
1999).

Além disso, constituintes da Valeriana podem atresreptores purinérgicos da
adenosina (Muller e cols., 2002; Schumacher e,c20€2). O acido valerenico, principal
constituinte da Valeriana, em altas concentractea eeceptores do tipo GABA (Khom
e cols., 2007; Yuan e cols., 2004). O mecanismceoutdr de acdo dos constituintes da
Valeriana in vivo permanece ainda desconhecido. Porém, Benke e ¢2009)
demonstraram recentemente que o &cido valerénienceexatividade ansiolitica via
receptores GABA contendo subunidadg, pois neste estudo, camundongos com mutacao
em um aminoé&cido da subunidgiiendo apresentaram atividade ansiolitica frentécato

valerenico, somente frente ao diazepan.



16

4- MANUSCRITO

Os resultados que fazem parte desta dissertag@m agstesentados sob a forma
de um manuscrito. Os itens Materiais e Métodos,ulReRs, Discussdo e Referéncias
Bibliogréficas, encontram-se no manuscrito, o ¢esth disposto na forma em que sera

submetido para publicacao.
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Valeriana officinalis MELHORA OS MOVIMENTOS DE MASCAR NO

VAZIO INDUZIDOS POR RESERPINA EM RATOS

Manuscrito

Valeriana officinaliSAMELIORATE VACUOUS CHEWING

MOVEMENTS INDUCED BY RESERPINE IN RATS
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Abstract

Considering the hypothesis that GABA and oxidatsteess are involved in the
development of oral movements associated with itapbmeuropathologies, the present
study investigated the possible ability\afofficinalisin the prevention of vacuous chewing
movements (VCMs) induced by reserpine in rats. Adodle rats were treated with
reserpine (1 mg/kg, s.c.) and/or with officinalis (in the drinking water). VCMs,
locomotor activity and oxidative stress measuresamre evaluated. The neuroprotective
effect of V. officinalis against iron-induced cell toxicity was investighia brain cortical
slices. Furthermore, we carried out the identifoza of valeric acid and gallic acid by
HPLC in theV. officinalis tincture. Our findings demonstrate that reserpiaesed a
marked increase on VCMs and the co-treatment Witbfficinaliswas able to reduce the
intensity of VCM. Reserpine did not induce oxidatistress in cerebral structures (cortex,
hippocampus, striatum arglibstantia nigra However, a significant positive correlation
between DCF-oxidation (an estimation of oxidativeess) in the cortex and VCMs
(p<0.05) was observed. Moreover, a tendency foegative correlation between N& -
ATPase activity insubstantia nigraand the number of VCMs was observed (p= 0.06).
vitro, V. officinalis protected brain cortical slices viability againse(IB-induced
neurotoxicity. In conclusiory. officinalishadin vitro andin vivo neuroprotective effects in
rats, i.e., reduced Fe(ll) neurotoxicity and resepnduced VCMs, probably via
modulation of oxidative stress in specific brainclews and its GABA-mimetic action.
However, the mechanisms involved in this protectesgvity needs to further investigated

to better understand the actionvafofficinalis

Keywords: Valeriana officinalis Reserpine; Tardive Dyskinesia; Parkinson’s
disease; Oxidative stress; Vacuous chewing movesnédtal Dyskinesia; Gallic Acid;
Valeric Acid.
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1. INTRODUCTION:

Oral movements are important symptoms associatéld meéuropathological and
pharmacological conditions such as Tardive Dyskaed D), Parkinson’s disease,
Huntington’s disease and Alzheimer’s disease. Tsgadromes are particularly important
due to their high prevalence in humans (Llorca,Z2@aille, 2004; Jicha and Salomone,
1991; Smythies, 1999; Donaire and Gil-Saladie, 2001 note TD, a syndrome related to
chronic use of neuroleptics, appears in about 20-3ff patients under neuroleptic
treatment (Kane and Smith, 1982; Woerner et abl11¥assa and Jeste, 1992; Andreassen
e Jorgensen, 2000). Parkinson's disease (PD) isdbend most prevalent age-related
neurodegenerative disorder with over one milliosesain the United States alone (Bove et
al, 2005). Several works have focused on the mésmzninvolved in the pathogenesis of
these syndromes. However, the mechanisms involvedhé development of these
syndromes remain still unclear.

In this respect, literature data have proposecdifft animal models to study oral
movements disturbances, in particular vacuous algewiovements (VCMs), as potential
surrogate models of orofacial dyskinesia (OD) thate been considered a model of TD
(Abilio et al., 2002, 2003, 2004, Carvalho et 2003; Faria et al., 2005; Neisewander et
al., 1991; Neisewander, 1994; Raghavendra et &Q1) and/or Parkinsonism-like
symptoms (Baskin and Salamone, 1993; Salamone askirB 1996; Paille et al., 2004).
Regarding VCMs development, literature data havergia special attention to the role of
oxidative stress and have supported its involverme@®D (Abilio et al, 2003; Burger et al.,
2003; Naidu et al., 2004). However, changes in liadance between GABAergic,

dopaminergic and glutamatergic nerurotransmissian lbe considered more important
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factors in OD installation that could be followed dxidative stress in specific brain areas
(Coyle and Puttfarcken, 1993; Dekeyser, 1991; FEibignd Lloyd, 1984; Burger et al.,
2005).

One model that has been extensively used in tbeliire to induce OD involves
acute treatment with reserpine. Reserpine caug#stiobm of vesicular dopamine stores via
blockage of monoamine reuptake, which can increlagpamine levels and, consequently,
its metabolism via monoaminoxidase (MAO). In theesario, exacerbation of dopamine
metabolism can lead to overproduction of free mdicparticularly, in basal ganglia
(Abilio et al., 2003a; Bilska and Dubiel, 2007; Ber et al., 2003; Naidu et al., 2004). The
relative high content of iron in basal ganglia @so contribute to worsen oxidative stress
in this dopamine-rich region (Arreguin et al., 2D08@deed, it has been postulated that iron
and dopamine interaction in basal ganglia can benportant factor for the development of
PD and TD sydromes (Aisen et al., 1999; Qian etl807;Swaiman, 1991).

Another important hypothesis has discussed thelvewwent of pallidal and nigral
GABAegic pathways in the development of VCMs irsrdthis hypothesis is supported by
studies in rats, where GABA agonists inhibited thevelopment of reserpine and
neuroleptic-induced VCMs (Peixoto et al., 2003; &da et al., 1992; Gao et al., 1994).
Importantly, there are also some human studies isigothat GABA agonists can improve
negative symptoms of TD (Tamminga et al., 1979;3198orselli et al., 1985). Thus, the
study of preparations, which could modulate bothdatwve stress and GABAergic
neurotransmissition, can be considered of intenesthe treatment of movement disorders.

Valerian root Valeriana officinalisL., Valerianaceae) has been used for centuries

as a calming and sleep-promoting herb (McCabe, ;2002azzoni and Bombardelli, 1995)
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and it is among the most widely used medicinal §éAugh-Berman and Cott, 1999). The
mechanisms involved in the pharmacological andatbeutic activities ol/. officinalis
have not yet completely clarified. Literature ddtave indicated that an increase in
GABAergic transmition could dictate the therapeupimperties of this plant extract
(Abourashed et al 2004; Mennini et al., 1993; Casgadt al., 1995; Houghton, 1999).
Recently, literature data have indicated tNat officinalis extracts exhibit antioxidant
activity in differentin vitro models (Malva et al. 2004; Sudati et al, 2009) prekented
cytoprotective effect on an vitro experimental model of Parkinson disease (Oliveiral.
2009). Furthermore, no toxicity of its use has besported in humans or in rodents after
chronic treatment witN. officinalisextracts (Fachinetto et al., 2007; Tabach e2aD).

In this context, considering that officinalis has antioxidant and GABA-mimetic
properties and that VCMs development seems to wevadxidative stress and the
participation of GABA neurotransmission, we havsted the effect o¥/. officinalisin a
reserpine-induced VCMs models in rats. Furthermare,investigate the presence of a
phenolic compound that have potential antioxidaonperties (Pereira et al., 2009; Ban et
al., 2008; Wu et al., 2009) and of Valeric acid,ishhcan be one of the components

responsible for thpharmacological activities &f. officinalis in the tested extract.
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2. MATERIALS AND METHODS:

Drugs

Reserpine (methyl reserpate 3,4,5-trimethoxybenacid ester), gallic acid and
valeric acid (minimum 99%) were obtained from Sig{8a Louis, MO, USA). A standard
tincture ofV. officinalis (10 g of valerian roots per 100 mL of ethanol) was$ained from

Bio extracts (S&o Paulo, Brazil).

Quantification of valeric acid and identification of gallic acid by HPLC analysis

High performance liquid chromatography (HPLC-DADgasvperformed with the
HPLC system (Shimadzu, Kyoto, Japan), Prominenc®-Sampler (SIL-20A), equipped
with Shimadzu LC-20 AT reciprocating pumps connedtethe degasser DGU 20A5 with
integrator CBM 20A, UV-VIS detector DAD SPD-M20A @rsoftware LC solution 1.22
SP1. Reverse phase chromatographic analyses weisglaaut in isocratic conditions using
C-18 column (4.6 mm x 250 mm) packed witlind diameter particles, the mobile phase
was methanol: water (80:20 v/v), 0.5% H3PO4; pH.=TRe mobile phase was filtered
through a 0.45um membrane filter and then degassed by an ultradmath prior to use.
Stock solutions of valeric acid standard referemeee prepared in the HPLC mobile phase
at a concentration range of 3.12 to 50.0 mg/mL. gdlutions and samples were first
filtered through a 0.4um membrane filter (Millipore). Quantification wasrcied out by
the integration of the peak using external standsethod at 220 nm. The flow rate was 1.5

ml/min and the injection volume was D The chromatographic peaks were confirmed by
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comparing their retention time and DAD-UV spectrighwhose of the reference standards
and by spiking the isolated compounds in the psambple. The presence of gallic acid in
the plant was confirmed by the HPLC (290 nm; ing@cttvolume = 5uL; flow rate =
ImL/min; column = C18; mobile fase = methanol:xCHand 0.4% acetic acid) in
comparison with a standard reference of gallic .agitlchromatographic operations were

carried out at ambient temperature and in tripticat

Animals

Male Wistar rats weighing 270-320 g and with agerfr3 to 3.5 months, from our
own breeding colony were kept in cages of 3 or ilhals each, with continuous access to
foods andV. officinalisor its vehicle (ethanol 1%) in a room with conleedl temperature
(22£3 °C) and on a 12-h light/dark cycle with lights on7a00 am. The animals were
maintained and used in accordance to the guideloiethe Brazilian Association for

Laboratory Animal Science (COBEA).

Treatments

The rats were divided into four groups: controlupaeceived acetic acid 0.1% (that
was the reserpine vehicle, s.c.) and ethanol 1% hérdrinking water, that was. officinalis
vehicle); V. officinalis group received acetic acid 0.1% (s.c.) &hdfficinalis 1% (in the
drinking water); reserpine group received reserdimg/kg (s.c.) and ethanol 1% (in the
drinking water); and reserpine plié officinalis group received reserpine (s.c.) avid
officinalis 1% (in the drinking water). The number of animalach group that received

treatment was 5, 7, 7 and 6 for contrdl, officinalis reserpine and reserpine plus
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officinalis groups, respectively. Reserpine or its vehicle a@dsinistered subcutaneously
(s.c.) every each 2 days (1 mg/Kg, s.¥).officinalis was administered in the drinking
water in a proportion of 1% (final concentrationl®0 mg/mL). The dosage was calculated
every week by the amount of water drunk assumingledrinking among the four animals.
Thus, each animal receiv&d officinalisextract in a dosage about 200-250 mg/Kg/day.

V. officinalis and its vehicle were placed daily before the baigiap of the dark
cycle. It was not observed a reduction in liquithke among the groups (data not shown).

V. officinalis treatment started 15 days before the administratiothe reserpine.
The treatment with reserpine was carried out duBrdays every other day concomitantly

with V. officinalis

Behavioral analysis

Quantification of VCMs

Behavior measurement of VCMs was assessed befergrghtment with reserpine
or its vehicle (basal evaluation). The effect ofigh on behavior was examined in the
beginning ofV. officinalisadministration (basal evaluation), in the begignaf reserpine
administration (day 15) and after reserpine andofficinalis treatment (day 18). To
guantify the occurrence of VCMs, rats were plaaativiidually in cages (20x20x19 cm)
and hand operated counters were employed to quavifMs frequency. VCMs are
defined as single mouth openings in the verticalngl not directed towards physical
material. If VCMs occurred during a period of granmthey were not taken into account.
The behavioral parameters of OD were measuredreanisly for 6 min after a period of 6

min adaptation. During the observation sessiongonsi were placed under the floor of the
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experimental cage to permit observation when thiena@nwas faced away from the

observer. Experimenters were always blind with réga the treatment conditions.

Open field test

To analyze changes in spontaneous locomotor actbdtised by treatment with
Reserpine and/oy. officinalis the animals were placed individually in the cerdéan
open-field arena (40x40x30 cm) with black plywoaodllarand a white floor divided into 9
equal squares, as previously described (Broadhl®81)). The number of rearing, number
of line crossings and the time of immobility wasasered over 2 min and taken as an

indicator of locomotor activity.

Tissue preparations

Rats were killed about 24 hours after the lastisessf behavioral quantification
(on the 4 day after the first administration of reserpinéhe brains were immediately
excised and put on ice. The cortex, hippocampugtetn and region containing the
substantia nigra were separated, weighed and hanzegkin 10 volumes (w/v) of 10 mM

Tris—HCI, pH 7.4.

Preparation of Cortical Slices forin vitro assay

Rats were decapitated and the left cerebral hemisplvas used for preparation of
cortical slices. Cortex was dissected and corolass (0.4 mm thickness) were obtained

from the parietal area using a Mcllwain tissue gep
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Oxidative stress parameters

To evaluate the levels of reactive oxygen sped®3S), the homogenates were
centrifuged for 10 min at 1,500 x g. Just after ¢katrifugation, an aliquot of supernatant
was used for 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein ditate (DCFH-DA) oxidation. DCFH-
DA-oxidation was determined spectrofluorimetricallysing 7 uM of DCFH-DA.
Fluorescence was determined at 488 nm for exaitati@ 520 nm for emission. A standard
curve was carried out using increasing concentiatiof 2’,7’-dichlorofluorescein (DCF)
incubated in parallel (Pérez-Severiano et al, 2004)

To assess lipid peroxidation, we quantified thibitaric acid reactive substances
(TBARS). The homogenates were centrifuged for 1@ @i 1,500 x g. Just after the
centrifugation, an aliquot of 200 ul or of supeamtwas incubated for 1 h at 37°C and
then used for lipid peroxidation quantificationesslier described (Ohkawa et al, 1979).

To verify protein carbonyl, cortical and nigral siges were homogenized in 10
volumes (w/v) of 10 mM Tris—HCI buffer pH 7.4. Thotein carbonyl content was
determined by the method described by Yan et 8Bg), with some modifications. Briefly,
homogenates were diluted 1:8 in 10 mM Tris—HCI buffH 7.4 and 1 ml aliquots were
mixed with 0.2 ml of 2,4-dinitrophenylhydrazine (b DNPH) or 0.2 ml HCI (2 M).
After incubation at room temperature for 1 h inaakdambient, 0.5 ml of denaturing buffer
(150 mM sodium phosphate buffer, pH 6.8, contair8fg SDS), 2 ml of heptane (99.5%)
and 2 ml of ethanol (99.8%) were added sequentialig mixed with vortex agitation for
40 s and centrifuged for 15 min. After that, thetpmn isolated from the interface was
washed two times with 1ml of ethyl acetate/ethahdl (v/v) and suspended in 1 ml of

denaturing buffer. Each DNPH sample was read atr3@@gainst the corresponding HCI
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sample (blank), and total carbonylation calculaisthg a molar extinction coefficient of
22,000 M* cm taccording to Levine et al. (1990).

The ATPase activity from brain regions was measg@ectrophotometrically by
determining the inorganic phosphate (Pi) releaggéské and Subbarow, 1925). M&'-
ATPase activity was calculated as the differendsvéen the total Mg-ATPase activity
(samples without ouabain) and ReATPase activity determined in the presence 0.5
mmol/L of ouabain. Both activities were determinedhe presence of 125 mmol/L NaCl

and 20 mmol/L KCI.

Cell viability in vitro by Tetrazolium salt method (MTT assay)

To prepare cortical slices, rats were decapitatedl the left cerebral hemisphere
was used for preparation of the slices. Cortexa® wWissected and coronal slices (0.4 mm
thickness) were obtained from the parietal areagigiMcllwain tissue chopper.

The viability assay was performed by the colorimee®(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) method. &Bcfrom cortex of rats were pre-
incubated at 3#C for 1 hour in cerebral spinal fluid buffer (CSBH 7.4) (1:10 (w:v)) in
the presence or absence Vf officinalis (0-32 ug/mL) and of iron sulfate (1QuM).
Immediately after preincubation, 0.5 mg/ml of MTRsvadded to the medium containing
the slices, followed by incubation at 3€ forl hour. The formazan product generated
during the incubation was solubilized in dimethylfexide (DMSO) and measured at 570

and 630 nm. Only viable slices are able to redu@@ MMosmann, 1983).

Statistical Analysis
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Data from behavioral parameter were analyzed byvemeor two-way ANOVA. F
values are presented in the text only if p valusoeisted with it was <0.05. Data from
TBARS, ROS quantification, carbonyl content and eelbility were analyzed by one-way
ANOVA, followed by Tukey Post Hoc test when appiape. A possible relationship
between oxidative stress parameters and VCM wereddtermined using linear regression

analysis. Significance was considered when p <.0.05
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3. RESULTS:

HPLC analyses

HPLC analysis oV. officinalisextract revealed a peak with a retention time 57 2.
min, which corresponds to valeric acid (Figure 1/l 8&). Valeric acid concentration was
6.11 mg/mL in the analyzed sample (10 mg/mL). Addglly, a peak (r.t = 2.74 min) can
be attributed to the presence of gallic acid inttheture ofV. officinalisused in this work

(Figure 2).

Effects of V. officinalis on reserpine-induced VCMs

Reserpine caused a marked increase on VCMs wheparethwith its vehicle (p<
0.001; Figure 3). Consumptian officinalistincture prevented the increase in the incidence
of VCM caused by reserpine aMl officinalis extract alone did not cause any significant

effect on VCMs intensity (Figure 3).

Effects of long-term treatment with V. officinalis and reserpine on locomotor

activity in rats

Reserpine did not change locomotor activity, agss=d by the number of rearing,
crossings and immobility in the open field tegt.officinalisalso did not cause change in
locomotor activity neither alone nor when admimste concomitantly with reserpine

(Figure 4).

Effects of reserpine anadV. officinalis on oxidative stress parameters
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Reserpine treatment (alone or wit. officinali9 did not change cortical,
hippocampal, striatal or nigral TBARS levels (FiguwA-D), DCFH-DA oxidation (Figure
6A-D), protein carbonyl levels (7A-B) or N&*-ATPase activity (8A-B).

However, a positive correlation between DCF proiductn cortex and number of
VCMs (r=0.42 and p=0.04), and also a tendency faigmificant negative correlation
between N&K*-ATPase activity insubstantia nigraand VCMs intensity (r=0.41 and

p=0.055; Figure 9).

Effect of V. officinalis on Fe(ll)-induced cerebral cortex slices toxicity(cell
viability)

Iron sulfate (10 uM) caused a significant decreeseell viability relative to

control. However)V. officinalis,at all tested concentrations (2, 8, 16 and 32 py/mas
able to cause a concentration dependent proteataimst cell toxicity provoked by Fe(ll)

in cortical brain slices (Figure 10).
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4. DISCUSSION:

In the present study we investigate the possilBegntive effect oValeriana
officinalis, a medicinal plant widely used to improve disturtxss of the sleep, against well
known symptoms associated with neuropathological pharmacological conditions,
namely oral movements (including VCMs). For thigeahive, we have used a accepted
animal model of OD which is induced by reserpind aave been considered a model of
TD (Abilio et al., 2002, 2003, 2004, Carvalho et aD03; Faria et al., 2005; Neisewander
et al., 1991; Neisewander, 1994; Raghavendra et 28l01) or a model of acute
parkinsonian tremor by different laboratories (Basknd Salamone, 1993; Salamone and
Baskin, 1996; Paille et al., 2004). This model basn used by various laboratories to study
movement disorder associated with oxidative staessneurodegenerative diseases (Abilio
et al., 2003; Bilska and Dubiel, 2007; Castro et2006; Naidu et al., 2004; Peixoto et al.,
2005). Where reserpine, a monoamine depletor, ptevbe storage of dopamine (DA) in
neuronal synaptic vesicles and interferes with thesicular monoamine transporter
(VMAT), causing an increase in cytosolic DA thatnche oxidatively metabolized by
monoamine oxidase (MAO). This accelerated DA mdtalmocan lead to the formation of
reactive metabolites and hydrogen peroxide, whih lse associated with the oxidative
stress process in dopaminergic neurons (Abiliolet2803; Bilska and Dubiel, 2007;
Burger et al., 2003; Naidu et al., 2004). Furthelenautoxidation of DA produce O-
quinone aminochrome that can undergo one-electreduction to form the
leukoaminochrome O-semiquinone radical, which @utht to be one of the major sources

of endogenous reactive species involved in the egdive processes (Fuentes et al., 2007;
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Paris et al., 2001, 2005; Segura-Aguilar et alQ20Particularly, the brain basal ganglia
are rich in monoamines and iron, which thereforeesathis region more vulnerable to
oxidative stress (Lohr et al., 2003).

Since literature data demonstrate that VCMs devedyg is associated with
oxidative stress (Abilio et al, 2003; Burger et aD03; Naidu et al., 2004), we have tested
V. officinalis which have been shown to exhibit antioxidantperties in different in vitro
models (Malva et al., 2004; Sudati et al., 2009y&da et al., 2009). In accordance with
this, we have demonstrated the presence of a pherwwhpound (gallic acid) with is well-
known antioxidant agent (Pereira et al., 2009; Baal., 2008; Wu et al., 2009).

Reserpine-induced VCMs has been considered astativenmodel of oxidative
stress, basically based on TBARS determinationd8uet al, 2004; Teixeira et al., 2009).
Here we have not found alterations in oxidativeesdr parameters as determined by
TBARS, DCFH-DA oxidation and protein carbonylatiofhe discrepancies between the
results are difficult to explain, but may be retht® the fact that oxidative stress after
reserpine treatment could occur in specific ared ean spread to other brain areas
depending on subtle factors that was not contraltethese studies. Anyway, we have
observed here a positive correlation between cardDbCFH-DA-oxidation and VCM
frequency, indicating that ROS can play a role D @velopment. We have also detected
a negative correlation between VCM frequency widiKN-ATPase activity insubstantia
nigra. This SH-containing enzyme is a key compenentaifular ion homeostasis and
oxidative damage can cause its inactivation (Thesteand Friedmann, 1999). Here we
have observed that N&'-ATPase activity decreases as the intensity of Gddeiases. So,

oxidative stress could be involved in d-ATPase inhibition and in OD development..
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Furthermore, recently we have observed that fluphive and haloperidol, classical
antipsychotic drugs that can also lead to OD imahimodels, did not cause gross punctual
changes in oxidative stress in different brain su&gaats (Fachinetto et al., 2007a, b).

Although here we have not confirmed the presenceoxflative stress after
reserpine administration, we have observed a pledective effect oV. officinalis against
reserpine-induced OD developmem. officinalisis a world widely used herbal product to
induce sleep (Richman and Witkowski, 1998, 199%d¢tdon, 1999; Ang-Lee et al., 2001;
Malva et al., 2004; Ang-Lee, 2003), increasing $ignificance of the present findings.
The pharmacological activities &f. officinalis are attributed to its different constituents,
including valepotriates (valtrate/isovaltrate anithydrovaltrate) (Von der Hude et al.,
1985), valerenic acid and valeric acid. Here weeheonfirmed the presence of some of
these components, particularly valeric adidhe tentative mechanism of. officinalis
beneficial effects has been linked to a potentetitbGABAergic transmission (Mennini et
al., 1993; Ortiz et al., 1999; Santos et al., 198dyadas et al., 1995; Houghton, 1999). Of
particular importance, literature data have indidathat pharmacological activation of
GABAergic neurotransmission can reduce reserpidadgad OD development in rodents
(Peixoto et al., 2003; 2005, Araujo et al., 2009/ et al., 1997a,b; Castro et al., 2006).
In this vein,Withania somniferaxtracts can protect against reserpine-inducedot@uc
effects tentatively via a GABAergic activation (Kafni and Dhir et al., 2008; Naidu et al.,
2006).

Literature data have suggested that iron deposdgsociated with dopaminergic
neurotransmission can be an important factor irdtheelopment of dyskinesias in different

pathologies (Arreguin e cols., 2009; Aisen et H399; Qian et al., 1997; Swaiman, 1991).
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Here we have investigated the potential antioxideffect of V. offinalis against Fe(ll)
induced neurotoxicity in brain cortical slices awd have observed that Fe(ll) caused a
decrease in cell viability that was counteractedvbyofficinalis indicating an additional
mechanism via which the extract could protect agjaime neurotoxic effect of reserpine.

The results presented here suggest tlWat officinallis extracts can be a
neuroprotective agent against reserpine-inducedrotwucity. In fact, V.officinallis
extracts prevented OD induced by reserpine. Likeeatlata have suggested that reserpine-
induced OD can be used as a model of PD or TD i@dbflal., 2002, 2003, 2004, Carvalho
et al., 2003; Faria et al., 2005; Neisewander .etl891; Neisewander, 1994; Raghavendra
et al., 2001; Baskin and Salamone, 1993; SalamodeBaskin, 1996; Paille et al., 2004).
In view of the fact that there are no effectivatmeents for these pathologies, literature data
should investigate whether the regular intak® affficinallis could reduce the incidence of

TD in patients using drugs that can increase tbielémce of TD.
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LEGENDS FOR FIGURES

Figure 1 A High performance liquid chromatography of. officinalis tincture. 1
Represents an unknown peak; 2 corresponds to waderd peakB Represents a high
performance liquid chromatography of valeric aqégk 2) used as standard reference.

Chromatographic conditions are described in theexpental section

Figure 2 A: High performance liquid chromatography ®&. officinalis tincture. 1
corresponds to gallic acid peak 2 Represents amawrk peak.B: Represents a high
performance liquid chromatography of gallic acieedk 1) used as standard reference.

Chromatographic conditions are described in theexpgental section

Figure 3: Effects ofV. officinalis on reserpine-induced orofacial dyskinesia. Nuniddfer
vacuous chewing movements (VCM) during 6 min. Valwge presented as meahs
S.E.M. (Control, n=5Y. officinalis n=7; reserpine, n=7; reserpineV+ officinalis n=6).
One Way ANOVA followed by Tukey Post Hoc tests. fiResents significant differences

from control group.

Figure 4: Effects ofV. officinalis on open field test in rats. Number &)(rearing, B)
crossings and@) time of immobility during 2 min. Values are presed as means

S.E.M. (Control, n=5; Vofficinalis n=7; reserpine, n=7; reserpind/+officinalis n=6).
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Figure 5: Effects of reserpine an¥. officinalis treatment on TBARS production in
different brain regions of rats: corte&)( hippocampusH), striatum C) andsubstantia
nigra (D). C = Control; V =V.officinalis R = Reserpine; V+R ¥.officinalis+ Reserpine.
Values are presented as meanS.E.M.. One Way ANOVA followed by Tukey Post Hoc

test.

Figure 6: Effects of reserpine and. officinalistreatment on DCF production in different
brain regions of rats: corteA), hippocampusR), striatum C) andsubstantia nigraD).
C = Control; V =V.officinalis R = Reserpine; V+R ¥.officinalis+ Reserpine. Values are

presented as meatsS.E.M.. One Way ANOVA followed by Tukey Post Hest

Figure 7: Effects of reserpine and. officinalis treatment on protein carbonyl levels in
different brain regions of rats: corte&)( hippocampusH), striatum C) andsubstantia
nigra (D). C = Control; V =V.officinalis R = Reserpine; V+R ¥.officinalis+ Reserpine.
Values are presented as meanS.E.M.. One Way ANOVA followed by Tukey Post Hoc

test.

Figure 8: Effects of reserpine and. officinalis treatment on N#ZK*-ATPase activity in
different brain regions of rats: corte&)( hippocampusH), striatum C) andsubstantia
nigra (D). C = Control; V =V.officinalis R = Reserpine; V+R ¥.officinalis+ Reserpine.
Values are presented as mearS.E.M.. One Way ANOVA followed by Tukey Post Hoc

test.
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Figure 9 A: Linear regression analysis between ROS productiazortex and number of

VCMs developed by acute treatment with reserpingnificance was considered when p <
0.05.B : Linear regression analysis between' /MN&ATPase activity in substantia nigra
and VCMs intensity developed by acute treatmenth weserpine. Significance was

considered when p < 0.05.

Figure 10: Effect of V. officinalis(0-32ug/mL) on iron sulfate (1@M) induced a decrease
in cell viability in slices from cortex of rats. alues are presented as mearSE.M.. One
Way ANOVA followed by Tukey Post Hoc test. Diffetesymbols represent statistically

significant differences.
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Figure 6:
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Figure 7:
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Figure 8:
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Figure 10:
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5. DISCUSSAO

No presente estudo foi investigado o possivel@faibtetor da tintura dealeriana
officinalis, uma planta medicinal amplamente utilizada n@im&nto de distarbios do sono,
contra movimentos orais (incluindo MMV), que podemr sintomas associados com
condi¢cbes neuropatoldgicas e farmacoldgicas. Pste abjetivo, utilizou-se um modelo
gue pode mimetizar aspectos tanto da DT (Abilimle.c2002, 2003, 2004, Carvalho e
cols., 2003; Faria e cols., 2005; Neisewander es.cdl991; Neisewander, 1994,
Raghavendra e cols., 2001) como também da DP ifBas®alamone, 1993; Salamone e
Baskin, 1996; Paille e cols., 2004). Este modelo &do usado por varios grupos de
pesquisa para estudar desordens do movimento aedalds ao estresse oxidativo e
doencas neurodegenerativas (Abilio e cols., 2008kd& e Dubiel, 2007; Castro e cols.,
2006; Dutra e cols., 2002; Naidu e cols., 2004xétei e cols., 2005). Neste modelo a
reserpina, um depletor de monoamina, previne o zenanento de DA nas vesiculas
sinapticas neuronais e interfere com o transportadsicular de monoamina (TVMA),
causando um aumento na DA citosdlica que pode staibmlizada oxidativamente pela
enzima monoamina oxidase (MAQO). Este metabolismelasgdo da DA pode levar a
formacdo de metabdlitos reativos edi o0 qual pode estar associado ao processo de
estresse oxidativo nos neurdnios dopaminérgicosliQAb cols., 2003; Bilska e Dubiel,
2007; Burger e cols., 2003; Naidu e cols., 2004%to/que tem sido demonstrado na
literatura que o desenvolvimento de MMV esté relaado com o estresse oxidativo,
testou-se o efeito da tintura We officinalis o qual apresentou uma atividade antioxidante
em um estudo prévio do nosso grupo (Sudati e @Q089). Além disso, demonstramos a
presenca do acido galico, que possui propriedatexalantes conhecidas (Pereira e cols.,
2009; Ban e cols., 2008; Wu e cols., 2009).

Apesar de MMV induzidos por resepina ter sido aersido um modelo animal de
estresse oxidativo por alguns autores (Burger s.,c8D04; Teixeira e cols., 2009), no
presente trabalho, os animais tratados com resenmpdo apresentaram alteracbes nos

parametros de estresse oxidativo. Porém, foi erambsmtuma correlacdo positiva entre 0s
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niveis DCF oxidada no coértex e o numero de MMV jdaddo que espécies reativas de
oxigénio (EROs) poderiam estar relacionadas coraser/olvimento da DO. Além disso,
detectou-se uma correlacdo negativa entre a intaée MMV e a atividade da Ki&'-
ATPase nasubstantia nigra Esta enzima é essencial para a manutencéo déuliso
celular adequada de ions e o estresse oxidative padsar a sua inibicdo (Thevenod e
Friedmann, 1999). De acordo com os resultados adytiol fato da reducédo na atividade da
Na'K'-ATPase estar relacionada com o aumento na intfsicda DO, sugere a
participacdo do estresse oxidativo nestes processos

Apesar do modelo aqui desenvolvido néo ter caualidacfes nos parametros de
estresse oxidativo, observou-se, neste trabalh@, agdo benéfica d¥. officinalis em
reverter a incidéncia de MMV induzida por reserpina

Dados da literatura sugerem que metais de trangicéeipalmente o ferro, podem
estar aumentados nos ganglios da base e o fata oEgfio ser rica em DA, poderia
contribuir para uma exacerbacao do estresse oxidatpara a degeneracao de neurdnios
dopaminércos nestes ganglios (Arreguin e cols.928@en e cols., 1999; Qian e cols.,
1997; Swaiman, 1991), neste trabalho verificoutse @yV. officinalisprotege a viabilidade
de fatias de coértex cerebral de ratos do estregstivo induzido por ferro. Estes
resultados sugerem um mecanismo adicional pararapretecédo do extrato desta planta.
Resumindo, &/. officinalis mostrou efeitos neuroprotetores em ratos tantotro quanto
in vivo, isto poderia ocorrer via modulagédo do estresgatxo em nucleos especificos do
cérebro e também através da sua acdo gabamimeética.

De acordo com as evidéncias comentadas antericgmpeotiemos concluir que a
tintura deV. officinalispoderia prevenir alguns sintomas observados eomelg condi¢cdes
neuropsiquiatricas tais como DT. Estes dados sdmwriantes visto que ha uma alta
prevaléncia desta sindrome devido ao grande usit@lde drogas neurolépticas tipicas.
Desta forma, produtos naturais com efeitos bergficontra DT poderiam ser uma
alternativa para diminuir a incidéncia de distusbicorofaciais em pacientes
neuropsiquiatricos. Os resultados do presente l|lmabasugerem que estudos
epidemioldgicos ou de metandlise deveriam serzegdis para identificar se o uso regular
de V. officinalis modifica a incidéncia de TD em humanos sendo destacom

neurolétipcos tipicos.
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6. CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados apresentados nestatagi&se pode-se concluir o

seguinte:

- A tintura deV. officinalisaqui testada possui 0 composto fendélico acidagdi

6.11 mg/mL de acido valérico em sua constituicao;

- O tratamento com a tintura dé officinalis € capaz de diminuir os MMV

induzidos por reserpina em ratos;

- O tratamento com reserpina e/du officinalis ndo alterarou a atividade

locomotora dos animais;

- Nao foram encontradas altera¢ges significativasp@@xidacédo lipidica das
diferentes estruturas cerebrais (cortex, hipocareptrsjado esubstantia nigra dos ratos

apos o tratamento com reserpina e/oofficinalis

- A producéo de EROs nas diferentes estruturas reesatfio foram alteradas apos
o tratamento com reserpina eMuofficinalis Porém houve uma correlagcdo positiva entre

os niveis DCF oxidada no coértex e o nimero de MMV;

- Os niveis de -carbonilacdo de proteinas ndo apesaen alteracbes
estatisticamente significativas nas diferentestesjicerebrais de ratos apds o tratamento

com reserpina e/o. officinalis

- N&o houve alteracdo na atividade da enzimdKNATPase nas nas diferentes

regides cerebrais analisadas ap6s o tratamentoresenpina e/oW/. officinalis Porém
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houve uma tendéncia da atividade desta enzima rselammonar negativamente com o

numero de MMV;

- A tintura deV. officinalisfoi capaz de proteger a viabilidade celular deagatio

cortex cerebral de ratos contra a toxicidade pragtac por ferro in vitro.
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7. PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos no presente trahallh seguintes investigacdes séo

necessarias:

- Avaliar o possivel efeito do consumo e officinalis por pacientes que fazem

uso de neurolépticos sobre a incidéncia da DT,;

- Avaliar o possivel efeito do consumo ¥e officinalis sobre distarbios do

movimento apresentados por pacientes com DP;

- Investigar o efeito do &cido valerénico e do acidderico (constituintes do

extrato deV. officinalig sobre a DO induzida por reserpina em ratos;

- Investigar o efeito do acido valerénico e do aaidt@rico sobre a viabilidade
celular utilizando fatias de diferentes estrutucasebrais de ratos expostas aos efeitos

neurotéxicos do ferro;

- Avaliar a atividade da enzima MAO e os niveis d& Db cérebro de ratos

tratados com reserpina e/duofficinalis

- Investigar o efeito do extrato dé officinalisem outros modelos experimentais

gue mimetizam sintomas da DP;

- Determinar o nivel de viabilidade celular em diféges estruturas do cérebro de

animais ap0s tratamento com reserpina ¥lanfficinalis
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