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RESUMO

Dissertacdao de Mestrado
Programa de P6s-Graduaciao em Farmacologia
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

EFEITO DO Hypericum perforatum EM DIFERENTES MODELOS
DE DESORDENS MOTORAS EM RATOS

AUTOR: Elizete de Moraes Reis
ORIENTADORA: Roselei Fachinetto
CO-ORIENTADORA: Caroline Wagner
LOCAL E DATA DA DEFESA: Santa Maria, 26 de fevereiro de 2013.

As desordens motoras sdo sintomas de doencas neurodegenerativas bem como podem
estar associadas ao tratamento com antipsicéticos. Cita-se como exemplo destas desordens,
sintomas da Doenga de Parkinson (DP) e a Discinesia Tardia (DT), respectivamente. O
desequilibrio cerebral nos niveis de monoaminas e, consequentemente, seu metabolismo tem
sido relacionados ao desenvolvimento dos movimentos anormais que aparecem nas desordens
motoras, tendo em vista que os circuitos dopaminérgicos estdo envolvidos na génese da DP e
da DT. No entanto, ainda ndo existem tratamentos eficazes e com poucos efeitos colaterais
para tais condi¢des. A Hypericum perforatum (H. perforatum), popularmente conhecido como
Erva de Sdo Jodo, consiste numa planta amplamente utilizada como antidepressiva e que
possui uma grande quantidade de compostos fendlicos, cujo mecanismo para esta atividade
estd relacionado a inibi¢do da monoamina oxidade (MAQ) e da recaptagdo de monoaminas
cerebrais. Assim, o objetivo do presente estudo foi investigar o efeito do H. perforatum em
modelos de desordem motora induzida por flufenazina ou reserpina em ratos. Foram
quantificados os movimentos de mascar no vazio (MMV) e atividade locomotora
(cruzamentos e levantadas observados no teste de campo aberto) em ambos os modelos. No
experimento 1, os ratos receberam uma tnica administracdo de enantato de flufenazina (25
mg/Kg, i.m.) e ou H. perforatum (300 mg/Kg, no lugar da dgua de beber) durante 7 dias. O
tratamento com flufenazina aumentou o nimero de MMVs e diminuiu a atividade locomotora
em ratos apods 7 dias de tratamento. No entanto, o tratamento com H. perforatum nao protegeu
das alteragdes comportamentais causadas pelo tratamento com flufenazina. No experimento 2,
os ratos receberam dgua ou H. perforatum (300 mg/Kg, no lugar da 4gua de beber) durante 16
dias. A partir do dia 9 de tratamento os animais receberam uma administragdo didria de
reserpina (0,5 mg/Kg, s.c.) ou veiculo durante 3 dias com intervalo de 48 horas. A reserpina
aumentou o nimero MMVs e diminuiu a atividade locomotora em campo aberto. O pré-
tratamento com H. perforatum ndo alterou o efeito da reserpina sobre o nimero de MMVs e
levantadas. Porém, o pré-tratamento com H. perforatum preveniu o efeito da reserpina sobre
nimero de cruzamentos. Desta forma, podemos concluir que o H. perforatum nao apresentou
efeito benéfico sobre os movimentos orofaciais induzidos por flufenazina ou reserpina em
ratos.

Palavras-chave: Flufenazina. Reserpina. Atividade locomotora. MMVs. H. perforatum.
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MOVEMENT DISORDERS IN RATS
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ADVISOR: Roselei Fachinetto
CO-ADVISOR: Caroline Wagner
PLACE AND DATE OF THE DEFENSE: Santa Maria, February 26" 2013

Abnormal movements are clinical symptoms present in neurodegenerative diseases, such
Parkinsonism , as well as Tardive dyskinesia. It is thought that unbalance in monoamine
levels with their consequent metabolism could be involved in the etiology of these abnormal
movements. However, until this moment there is not efficacious treatment with low side
effects for these conditions. In this context, Hypericum perforatum (H. perforatum), popularly
known as St. John’s Wort, is a plant largely used as antidepressant and presenting high
amount of polyphenol constituents. Its antidepressant mechanism seems to involve the
increase of monoamines and monoaminoxidase inhibition. Here, we evaluated the effect of H.
perforatum on different models of abnormal movements in rats, either using fluphenazine or
reserpine. It were quantified the number of vacuous chewing movements (VCMs) and
locomotor activity (number or rearings and crossings) in both models. In experiment 1, rats
received a single administration of fluphenazine enantate (25 mg/Kg, i.m.) and/or H.
perforatum (300 mg/Kg, in place of drinking water) during 7 days. Fluphenazine treatment
increased VCMs and decreased the locomotor activity after 7 days of treatment. However, H.
perforatum did not alter either the number of VCMs or the locomotor activity (represented by
number of crossing and rearing in the open field test) in rats. In experiment 2, rats received
reserpine administration once a day during 3 days (0.5 mg/Kg, s.c.) and/or H. perforatum
(300 mg/Kg, in place of drinking water) during 16 days. Reserpine treatment increased VCMs
and decreased the locomotor activity. H. perforatum did not alter the number of VCMs or the
number of rearing. However, H. perforatum co-treatment could avoid the effect of reserpine
on number of crossings. In conclusion, H. perforatum did not seem to be efficacious to protect
against orofacial movements induced by fluphenazine or reserpine in rats.

Key-words: Fluphenazine. Reserpine. locomotor activity. VCMs. Hypericum perforatum
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APRESENTACAO

No item INTRODUCAO est4 descrita uma revisdo sucinta sobre os temas trabalhados
nesta dissertacao.

Os resultados que fazem parte desta dissertacao estao apresentados sob a forma de um
manuscrito que estd submetido para publicagio na revista BEHAVIOURAL
PHARMACOLOGY, o qual se encontra no item RESULTADQO. As secdes Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdao dos Resultados e Referéncias Bibliograficas, encontram-se
no préprio manuscrito e representam a integra deste estudo.

O item CONCLUSAO se encontra no final desta dissertacio e apresenta os
comentdrios gerais sobre este trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente s citacdes que
aparecem no item INTRODUCAO desta dissertacdo.



1 INTRODUCAO

As desordens motoras sdo sintomas presentes em doengas neurodegenerativas como a
Doenca de Parkinson (DP) e podem estar associadas ao tratamento com antipsicéticos, como
a Discinesia Tardia (DT) (KANE & SMITH, 1982; ANDREASSEN & JORGENSEN, 2000).
A DP atinge cerca de 1-2% da populagdo enquanto as alteracdes motoras causadas pelo uso de
antipsicoticos acomete 20-40% dos pacientes (HUGHES er al., 2000; ANDREASSEN &
JORGENSSEN, 2000), sendo que em ambos os casos as desordens motoras sdo progressivas
e incapacitantes. Muitas sdo as hipdteses para explicar a etiologia dessas desordens, entre elas
podemos destacar a neurotoxicidade devido ao aumento da dopamina extracelular e seu
consequente metabolismo (LOHR, 1991; ANDREASSEN & JORGENSEN, 2000).

Alguns modelos animais t€ém sido utilizados na tentativa de entender os mecanismos
bem como na busca de tratamentos efetivos para as desordens de movimentos. Agentes
farmacoldgicos como a flufenazina e a reserpina sao amplamente utilizados nestes estudos
(BURGER et al, 2004; FACHINETTO et al., 2007a, 2007b; PEREIRA et al., 2011;
BUSANELLO et al.,2012). A reserpina causa a deplecdo de monoaminas através do bloqueio
do transportador vesicular de monoaminas, enquanto a flufenazina age bloqueando receptores
dopaminérgicos. Em ambos os modelos ocorre o aumento da dopamina e seu metabolismo
pela enzima monoamina oxidase (MAO). Dados da literatura demonstram que compostos
naturais sdo capazes de proteger o desenvolvimento de desordens motoras em diferentes
modelos (FACHINETTO et al., 2007b; PEREIRA et al., 2011; BUSANELLO et al., 2011,
2012; PEROZA et al., 2013; RECKZIEGEL et al., 2013).

A transmissd@o dopaminérgica tem sido amplamente relacionada as desordens motoras,
porém dados da literatura tem demonstrado que o sistema serotoninérgico nao regula apenas
funcdes emocionais e sim uma série de outras fungdes, incluindo as motoras (WICHIMAN &
DELONG, 2003; OHONO, 2010).

Neste contexto, o Hypericum perforatum (H. perforatum) é uma planta popularmente
utilizada para tratamento de diferentes formas de depressdo, sendo mais utilizada em casos
leve a moderados. O mecanismo de acdo desta planta para sua atividade antidepressiva €
atribuido a inibi¢do da enzima MAO e da recaptacao de monoaminas, além de apresentar uma
gama de compostos antioxidantes como a quercetina, os quais também apresentam atividade

antidepressiva (SUZUKI ef al.,1984; BUTTERWECK, 2003).
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Entretanto, ndo existe um tratamento efetivo para as desordens motoras e muitos
compostos naturais ja foram testados para esta finalidade, porém ainda ndo sdo encontrados
dados da literatura demonstrando o efeito do H. perforatum em modelos de desordens
motoras. Desta forma, este trabalho visa avaliar o efeito do H. perforatum em modelos de

desordens motoras induzidos por flufenazina ou reserpina em ratos.

1.1 Sistema Dopaminérgico e Serotoninérgico

A deficiéncia de monoaminas no sistema nervoso central tem sido a hipdtese mais
aceita para explicar a etiologia e a patogénese da depressdo. Os antidepressivos exercem seus
efeitos através dos seguintes mecanismos: (1) bloqueio de proteinas pré-sindpticas
transportadoras de monoaminas, as quais removem o neurotransmissor liberado da fenda
sindptica; (2) inibicdo da enzima MAO, responsdvel pela degradacdo pré-sindptica das
monoaminas € (3) inibi¢cdo ou excitagdo de receptores pré ou pds-sindpticos que regulam a
liberacdo de neurotransmissores monoaminérgicos e/ou as taxas de ativagdo neuronal
(NEMEROFF & OWENS, 2002). Estudos tém demonstrado a associag¢do de antidepressivos e
antipsicoticos para tratamento dos sintomas negativos da esquizofrenia, além do tratamento de
desordens de humor como mania, depressdo bipolar e depressdo resistente ao tratamento
(RUMMEL et al., 2005; SHELTON, 2006; TOHEN & VIETA, 2009). Estes dados
demonstram a intera¢do dos sistemas dopaminérgico e serotoninérgicos na depressao e em
outras doengas como a esquizofrenia.

O sistema dopaminérgico, no cérebro de mamiferos, estd dividido em quatro vias: via
mesolimbica, via mesocortical, via tuberoinfundibular e via nigroestriatal (DAHLSTROM &
FUXE, 1964). A via nigroestriatal, que contém cerca de 80% da dopamina no cérebro, tem
seus corpos celulares na substantia nigra e suas projecdes para o corpo estriado (ALBIN et
al., 1989). Esta via estd envolvida no funcionamento normal dos ganglios da base e a
degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos nigroestriatais leva aos sintomas motores que
caracterizam a DP e a DT por esta ser uma via que exerce controle inibitorio sobre outras vias
nao dopaminérgicas (CROSSMAN, 1990; 2000). O sistema dopaminérgico possui como
neurotransmissor a dopamina, cuja sintese inicia-se a partir do aminodcido tirosina e tem
como etapa limitante a conversao da tirosina a DOPA pela enzima tirosina hidroxilase (TH).

Por sua vez, a DOPA ¢ convertida a dopamina pela enzima DOPA descarboxilase (Figura 1).
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Entdo, a dopamina € transportada do citoplasma onde € sintetizada para vesiculas de

estocagem especializadas, via transportador vesicular de monoaminas 2 (TVMA-2).

COOH

| irosina
CHy— CH— NH Tirosins
HO

[ Tirosina hidroxilase ]
[ Etapa lumitante ]

COOH
\

o vy, DOPA

HO

[ DOPA descarboxilase ]

HO

HOO CH,—CH,—NH, Dopamina
Figura 1 — Biossintese de dopamina.

Mediante estimulo, a dopamina € liberada na fenda sindptica e interage com receptores
localizados a nivel pré e pos-sindptico. Esses receptores pertencem a familia de receptores
acoplados a proteina G e estdo divididos em duas classes: D1, a qual compreende os
receptores do tipo D1 e DS; e D2, que inclui os receptores D2, D3 e D4 (ANDERSEN et al.,
1990).

Os receptores da classe D1 induzem a ativagdo de proteina G estimulatdria (Gs), que
consequentemente estimula a producdo de AMP ciclico pela adenilato ciclase. J4 os
receptores da classe D2 estdo associados a proteina G inibitéria (Gi), e assim induzem a
inibicao da adenilato ciclase (SOKOLOFF et al., 2006).

Uma vez liberada na fenda a dopamina pode também ser recaptada, através do
transportador de dopamina. Apds a recaptacdo, é desaminada pela acdo da enzima MAO
(MAKER et al., 1981).

O sistema serotoninérgico é composto por diferentes tipos de receptores, enzimas de
sintese de serotonina (5-HT) e seu transportador. Os receptores de 5-HT sdo divididos em

dois tipos: metabotrépicos (5-HT1, 5-HT2, 5-HT4, 5-HTS, 5-HT6 e 5-HT7) e uma classe de
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receptor ionotrépico (5-HT3) (HOYER et al., 2002). A biossintese da serotonina consiste em
duas etapas, em que o triptofano da dieta € hidroxilado na posicdo 5, através da enzima
triptofano-hidroxilase, dando origem ao 5-hidroxitriptofano. Esse por sua vez, ¢
descarboxilado sob a agdo de 5-hidroxitriptofano descarboxilase, originando a 5-
hidroxitriptamina ou serotonina. A principal via metabdlica deste neurotransmissor envolve
outra enzima encontrada em quantidade abundante e com propriedades sobre varios
substratos, a enzima MAO, com formacao do dcido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), principal
metabolito serotoninérgico (Figura 2). O 5-HIAA € excretado pela urina e pode ser util como
indicador da producdo serotoninérgica no organismo (VALLE et al., 1988; GOODMAN &
GILMAN, 2010).

[ Triptofano
NH

[ Triptofano hidroxilase ]

COOH

HO - . R - . . .

[ ] CHaGH S-hidroxitriptofano
NH,

Acido L-aromatico descarboxilase
(=dopa descarboxalase)

HOM T CRCHAR: S hidroxitriptanina

[ Monoamina oxidase ]

HOf’/\*l—-— CH,CHO

L4

[ Aldeido desidrogenase ]

HO/"'*l cncood  Acido 5-hidroxiindolacético

Figura 2 — Biossintese e metabolismo da 5-hidroxitriptamina.

O sistema serotoninérgico € um dos principais, se nao o principal, sistema
neurotransmissor do sistema nervoso central (SNC), e tem seus neurdnios distribuidos por
todo o cérebro, localizados na formacdo reticular, nos nuicleos da raphe, que se estendem na

linha média, do bulbo ao mesencéfalo. Os axdnios rostrais, situados em niveis mais altos nos
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nicleos da raphe, t€m trajeto ascendente, projetando-se para quase todas as estruturas do
prosencéfalo até mesmo o cortex cerebral, o hipotdlamo e o sistema limbico. Os axdnios
caudais, situados no bulbo, sdo projetados para a medula (HAYES & GREENSHAW, 2011).
Dada a complexidade do sistema serotoninérgico, estudos demonstram que este
sistema nao regula apenas fung¢des psicoemocionais, mas também fun¢des motoras incluindo
desordens motoras (ROTH, 1994; MELTZER et al., 2003; OHNO, 2010). A interacdo dos
receptores 5-HT na modulacdo de desordens motoras é evidenciada através a interacdo de
antipsicoticos atipicos com receptores 5-HT,4 € uma menor incidéncia de DT quando estes
farmacos sao utilizados (OHNO et al., 2011). Outros estudos demonstram que a associac¢ao de
antidepressivos inibidores da recaptacdo de serotonina, como a fluoxetina, potencializa os
efeitos motores induzidos por haloperidol (TATARA et al., 2012). O sistema dopaminérgico
vem sendo foco de estudos relacionados a fisiopatologia e aos efeitos colaterais decorrentes

do tratamento da esquizofrenia.

1.2 Esquizofrenia e Antipsicoticos

A esquizofrenia € uma desordem mental grave, considerada uma das principais causas
de incapacidade cronica. Esta desordem acomete cerca de 1% da populacdo mundial e se
manifesta geralmente na segunda década de vida (MAHADIK et al., 2001). Pode ser definida
como a falta de interacdo entre o processo de pensamento e da percepcao. Os sintomas desta
desordem sao classificados conforme suas caracteristicas em sintomas positivos, que incluem
delirios e alucinagdes e sintomas negativos, que sao o isolamento social, embotamento afetivo
e perda da motivacdo (LEWIS & LIEBERMAN, 2000; STOTZ-INGENLATH, 2000).

A hiperatividade da neurotransmissdo dopaminérgica na via mesolimbica consiste na
principal hipétese para explicar a sintomatologia da esquizofrenia, principalmente os sintomas
posistivos. O antagonismo de receptores D, como parte essencial para a atividade de
antipsicoticos € um dos fatos que reforca esta hipotese (SNYDER, 1976). Em contrapartida,
uma atividade dopaminérgica reduzida na via mesocortical estd ligada aos sintomas negativos
(CARLSSON, 1988; WEINBERGER, 1987; GUILLIN et al., 2005).

Outros neurotransmissores, como GABA (4cido gama-aminobutirico) e glutamato,

podem estar envolvidos na esquizofrenia, considerando que a dopamina pode atuar no
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controle da excitabilidade destas vias através da modulacdo da transmissdo glutamatérgica
(LARUELLE, et al., 2003; CARLSSON, 2006).

Os farmacos utilizados para o tratamento da esquizofrenia sdo chamados de
antipsicoticos. Sdo exemplo de antipsicoticos cldssicos ou tipicos, a flufenazina e haloperidol,
tendo como mecanismo de acdo o bloqueio de receptores dopaminérgicos do subtipo D,
(Figura 3) (CREESE et al .,1976). Porém estes farmacos, além de bloquear receptores
dopaminérgicos nas regides relacionadas a etiologia da esquizofrenia, induzem de efeitos
extrapiramidais como a DT por ac¢do na via nigroestriatal e hiperprolactinemia por acao na via
tuberoinfundibular (ELLENBROEK, 1993). A busca por farmacos com menos efeitos
colaterais e sem alteracoes na eficicia clinica fez com que novos antipsicéticos fossem
sintetizados, os antipsicéticos atipicos. Porém, estes ndo apresentaram agdo eficaz em relacao
aos sintomas negativos, além de apresentarem efeitos colaterais como agranulocitose e
sindromes metabdlicas. Os antipsicéticos atipicos ndo sdo livres de efeitos extrapiramidais
(HENDERSON, 2000), porém devido ao seu alto custo os farmacos tipicos continuam sendo

amplamente utilizados na terapéutica de pacientes com esquizofrenia.
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Figura 3 — Bloqueio de receptores D,: mecanismo de ac¢do de antipsicéticos tipicos.
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1.3 Discinesia Tardia

A DT caracteriza-se por movimentos involuntérios repetidos envolvendo boca, lingua,
face incluindo mastigacdo no vazio, protrusio da lingua, estalido dos 1dbios e movimentos de
franzir a face e piscar os olhos (KANE, 1995; CASEY, 2000) Cerca de 10-20% dos pacientes
que fazem uso cronico de antipsicéticos tipicos podem desenvolver DT, sendo que a
prevaléncia aumenta com a idade e chega a 50% em pacientes com mais de 50 anos (KANE
& SMITH, 1982). O fato mais preocupante em relacdo a DT consiste na persisténcia da
sindrome apds a retirada dos farmacos, podendo ser irreversivel (CASEY, 1985).

Em animais a DT é chamada de discinesia orofacial (DO) e reproduz de maneira
semelhante a ocorréncia de DT em humanos. O tratamento crénico com antipsicéticos induz
movimentos orais espontdneos em ratos. Estes movimentos sdo chamados movimentos de
macas no vazio (MMV) e sdo caracterizados por um movimento involuntdrio de abrir a boca
com ou sem protrusdo de lingua. Existe uma grande variabilidade na resposta dos ratos a
antipsicoticos, assim como na DT, alguns individuos sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento
de MMV. Ja foi descrito na literatura a permanéncia e até o aumento dos MMVs apds a
retirada do tratamento (ANDREASSEN & JORGENSEN, 2000). Outra similaridade € que o
nimero de MMVs pode sofrer alteracdes com o tempo, podendo piorar em funcdo do
aumento da idade e fatores associados ao estresse (KANEDA ef al., 1992). O modelo animal
mais utilizado para o estudo do desenvolvimento de DO consiste no tratamento de ratos com
antipsicoticos tipicos, como haloperidol e fluflenazina (FACHINETTO et al., 2007a;
FACHINETTO et al., 2007b).

Diversos estudos vém propondo hipéteses para o desenvolvimento da DT, apesar das
inconsisténcias a hipersensibilidade dopaminérgica é uma delas. Segundo estd hipdtese o
bloqueio crénico de receptores dopaminérgicos resulta em um aumento compensatério do
nimero e sensibilidade dos receptores e em consequéncia um estado hiperdopaminérgico e
manifestacoes clinicas, como a DT (KLAWANS & RUBIVITS, 1972; BURT et al., 1977,
RUBINSTEIN et al., 1990; ANDREASSEN & JORGENSEN, 2000). Outra hipdtese para
explicar a DT € a neurotoxicidade dos radicais livres produzidos pelo metabolismo de
catecolaminas. Segundo esta hipétese, o bloqueio de receptores dopaminérgicos levaria a um
aumento na sintese e metabolismo de dopamina, o que pode levar a formacao de quinonas de

dopamina bem como a formacgao de peréxido de hidrogénio através da acao da enzima MAO
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(LOHR, 1991; ANDREASSEN & JORGENSEN, 2000) que podem ocasionar um aumento
nos niveis de espécies reativas de oxigénio.

Desta forma, o tratamento com antipsicéticos tem sido amplamente utilizado em
modelos animais para estudo do desenvolvimento de desordens motoras como a DT, além de
proporcionar a busca por tratamentos que visem minimizar os efeitos colaterais causados por

estes farmacos.

1.4 Doencas de Parkinson e Reserpina

A DP € uma doenca neurodegenerativa que acomete cerca de 1-2% da populagao com
mais de 60 anos (HUGHES et al., 2000) sendo que com o aumento da idade este indice
aumenta consideravelmente. Esta doenga € caracterizada pelos seguintes sintomas: rigidez,
bradicinesia, hipocinesia, acinesia, hipomimia, hipofonia, falha na degluticio entre outros.
Estes sintomas prejudicam significativamente a qualidade de vida dos pacientes, pois
desenvolvem uma postura tipica e podem perder os reflexos posturais normais tendo como
consequéncia quedas e dificuldade de locomog¢do. Anormalidades cognitivas e afetivas sdao
também sintomas apresentados por estes pacientes, o que leva a falta de iniciativa para
participar de atividades e atraso de respostas a questionamentos. Quadros de depressao
também sdo comuns, além disso, a deméncia € mais freqiiente em pacientes idosos com DP do
que em outras causas de deméncia (DAUER & PRZEDBORSKI, 2003; GOMEZ-ESTEBAN
et al., 2007).

Os prejuizos motores causados pela DP originam-se de perdas seletivas de neurdnios
mesencefdlicos localizados na substancia negra pars compacta (JELLINGER, 2007). Estes
neurOnios projetam-se para os nucleos caudado e putamen (o estriado), onde liberam
dopamina. A neurotransmissdo dopaminérgica no estriado é o primeiro passo na sinalizacao
de vias que passam, na sequencia, através do globo pdlido, o nicleo subtalamico e o tdlamo
em uma via para o cértex motor (WICHMANN & DELONG, 2003). O parkinsonismo surge
quando mais da metade dos terminais nervosos dopaminérgicos no estriado sdo perdidos.
Uma pesquisa pioneira realizada ha 50 anos, demonstrou que o parkinsonismo poderia ser
revertido temporariamente por intervencdes farmacoldgicas que restauram a neurotransmissao
dopaminérgica estriatal (HORNYKIEWICZ, 2002). Esta reversdo pode ser realizada por

terapia de reposi¢cdo de dopamina usando tanto a L-DOPA (1-3,4-dihidroxifenilalanina) como
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agonistas dopaminérgicos. Nos estdgios iniciais da DP, o tratamento € altamente efetivo, mas
com a progressdo da doenca, as complicagdes motoras decorrentes do uso destes fairmacos
tornam-se muito evidentes (JANKOVIC, 2006; JANKOVIC & STACY, 2007).

Assim como a DP, a discinesia induzida por antipsicéticos, ndo possui tratamento
efetivo e que seja desprovido de inumeros efeitos colaterais. Outro ponto em comum ente a
DP e a discinesia € o envolvimento do sistema dopaminérgico, principalmente da via
nigroestriatal.

Alguns modelos animais tém sido propostos para estudar a patofisiologia de desordens
motoras que ocorrem em humanos (NEISEWANDER et al., 1991a; 1994; SALAMONE &
BASKIN, 1996; BURGER et al., 2004; 2005; CASTRO et al., 2006; FACHINETTO et al.,
2005; 2007a; 2007b). Dentre estes estd o modelo experimental induzido por reserpina que
produz movimentos extrapiramidais considerados relacionados a discinesia orofacial por
alguns autores e ao parkinsonismo por outros (NEISEWANDER et al., 1991a; 1994;
SALAMONE & BASKIN, 1996; BURGER et al., 2004; 2005; AGUIAR et al., 2009;
PEREIRA et al., 2011).

Tem sido proposto que a reserpina induz desordens motoras através do aumento nos
niveis de dopamina extracelulares e consequente neurotoxicidade dopaminérgica
(NEISEWANDER et al., 1991a; 1994; ANDREASSEN & JORGENSEN, 2000). A reserpina
previne o armazenamento da dopamina em vesiculas neuronais pré-sindpticas por interferir
com o VMAT-2 (Figura 4). Desta forma, ocorre um aumento na formag¢do de metabdlitos
acidicos e H,O, como consequéncia do aumento no catabolismo citosélico da dopamina pela
MAQO. Esta acdo da reserpina mimetiza, pelo menos em parte, o turnover aumentado da
dopamina em terminais dopaminérgicos que tem sido verificados no curso da DP (ABILIO ez
al., 2004; BURGER et al., 2004; NAIDU et al., 2004; BILSKA et al., 2007) e também nas

fases iniciais do tratamento com antipsicéticos que leva a DO.
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Figura 4 — Bloqueio do transportador vesicular de monoaminas: mecanismo de acdo da
reserpina.

Embora os mecanismos de indu¢do da DO por antipsicoticos pareca ter semelhancas
com os mecanismos de indu¢do da DO por reserpina, dados da literatura mostram que a
Valeriana officinalis, por exemplo, foi efetiva em reduzir apenas a DO induzida por reserpina
e ndo por haloperidol (FACHINETTO et al., 2007a; PEREIRA et al., 2011). Por outro lado, o
resveratrol que € uma fitoalexia encontrada em uvas e outros alimentos, capaz de inibir a
MAO in vitro (YANZ et al., 2006), diminuiu o nimero de MMVs em roedores induzidos por
reserpina e flufenazina (BUSANELLO et al, 2011; 2012), demonstrando que apesar de
existirem diferencas importantes entre estes dois modelos, também existem pontos

caracteristicos em comum e que poderiam ser testados como estratégia terapéutica.

1.5 Hypericum perforatum

O H. perforatum L. conhecido popularmente como erva de Sdo Jodo, pertence ao
género Hypericum, o qual tem mais de 400 espécies em todo mundo. Esta € uma planta nativa
da Europa, Asia ocidental e Norte da Africa, mas naturalizou-se em muitas partes do mundo.
Nos ultimos anos o consumo de produtos derivados do H. perforatum aumentou
consideravelmente, tornando-se um dos fitoterdpicos mais consumidos no mundo (WILLS, et

al., 2000). Esta planta tem uma gama de aplicacdes medicinais, incluindo tratamento de
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feridas, eczemas, queimaduras, doencas do trato digestivo e distirbios psicolégicos
(BUTTERWECK, 2003). Desde o século V a.C., o H. perforatum apresenta um histérico de
utilizagdo para a cura de feridas. Além disso, muitas espécies foram amplamente utilizadas
por tribos indigenas como antipirético e para o tratamento da tosse (SADDIQE et al.,2010).

Em 1597, John Gerard, referiu-se a pomada de H. perforatum em seu livro “The
Herballe or General History of Plants”, como a melhor e mais preciosa terapia natural para
cicatrizagdo disponivel. Outros usos populares foram registrados por Hill (1808) para
ulceracdes dos ureteres, litiase e por Greene (1847) para ulceragdes dos rins, antipirético,
vermifugo, ictericia, gota e reumatismo. Griffth (1847) mencionou que a planta poderia ser
utilizada como 6leo ou ungiiento para ulceragdes, tumores e como diurético. King (1876)
escreveu sobre o uso da erva de Sao Jodo em afli¢des urindrias, diarréia, ictericia, menorragia,
histeria, desequilibrios nervosos e uso tépico em traumas. No século passado, Duke (1985)
relatou a utilizacdo do H. perforatum na medicina popular para tratamento de carcinoma de
ovdrio, cancer de utero e estbmago e tumores linfaticos. Duke cita outras aplicagdes como na
asma bronquica, desinteria, hemorragia, depressdo nervosa entre outras (SADDIQE et
al.,2010).

A Erva de Sdo Jodo manteve-se contempordnea em relacdo a lista de plantas
medicinais mais utilizadas. Nos dltimos 30 anos, esta planta tem sido investigada em estudos
clinicos e laboratoriais devido a sua infinidade de propriedades farmacoldgicas ja
documentadas. Recentemente, tornou-se popular como um tratamento alternativo e efetivo
para depressio (KAPUSTA & DUSEK, 2003). Uma grande quantidade de medicamentos
contendo extratos de H. perforatum € comercializada nos Estados Unidos, Alemanha e outros
paises da Europa. Alguns efeitos colaterais, como fotossensibilidade, sdo relacionados ao uso
da planta e algumas interacdes com medicamentos e alimentos sao conhecidas (KAPUSTA &
DUSEK, 2003).

Uma série de compostos bioativos foram identificados no material bruto de H.
perforatum, entre eles: naftodiantonas, como hipericina e pseudohipericina, floruglucindis,
como hiperforina e adhiperforina, flavonéides, biflavondides e proantocianidinas. Em menor
quantidade também sdo detectados taninos, xantonas, 6leos essenciais e aminodcidos
(NAHRSTEDT & BUTTERWECK, 1997).

Muitas atividades farmacoldgicas sdo atribuidas a planta entre elas: atividade
antifingica, antiinflamatéria e antiviral (SADDIQE et al.,2010). Porém a atividade
antidepressiva tem sido a mais estudada. Estudos demonstram que esta atividade dos extratos

de Hypericum seria atribuida a floroglucindis derivados da hiperforina (CHATTERIJEE et al.,
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1998a; JENSEN et al., 2001; MUELLER et al., 1998, 2001; SINGER et al., 1999;
WONNEMANN et al, 2001), naftodiantronas, hipericina e pseudohipericina
(BUTTERWECK et al., 1998, 2001a,b) e a vérios flavondides (BUTTERWECK et al., 2000;
CALAPALI et al., 1999). Dados da literatura sugerem que o H. perforatum exerce agao
antidepressiva através da inibicdo da MAO e da inibicdo da recaptacdo de serotonina,
noradrenalina e dopamina (SUZUKI er al.,1984; BLADT & WAGNER, 1994; MULLER et
al. 1998; NEARY & BU 1999; BUTTERWECK, 2003), pois € sabido que as monoaminas
estdo relacionadas a depressdao, em especial o sistema dopaminérgico e serotoninérgico
(NEMEROFF & OWENS, 2002).

Considerando que o H. perforatum, é uma planta medicinal amplamente utilizada para
tratar diferentes formas de depressao, e esta planta tem com um de seus mecanismos de a¢ao
atribuido a inibi¢ao da MAO, torna-se importante a realizacao de estudos que visem elucidar a
influéncia desta planta em modelos de desordens motoras, uma vez que a MAO estd
diretamente ligada a metabolizacio de monoaminas e conseqiiente neurotoxicidade em

modelos animais de desordens motoras induzidas por flufenazina ou reserpina.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi investigar o efeito do H. perforatum em diferentes

modelos de desordens motoras em ratos.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito do H. perforatum sobre movimentos de mascar no vazio induzidos
por flufenazina ou reserpina em ratos;
- Verificar o efeito do H. perforatum sobre a atividade locomotora em ratos tratados

com flufenazina ou reserpina.



3 RESULTADOS

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estao apresentados sob a forma de um
manuscrito, o qual se encontra aqui organizado. Os itens Materiais e Métodos, Resultados,
Discussao dos Resultados e Referéncias Bibliograficas, encontram-se no proprio manuscrito.
O manuscrito estd disposto na forma em que foi submetido para publicagdo na revista

Behavioural Pharmacology.
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3.1 Manuscrito:

EFFECT OF Hpypericum perforatum ON DIFFERENT MODELS OF
MOVEMENT DISORDERS IN RATS

Elizete De Moraes Reis; Jivago Ropke Rodrigues; Alcindo Busanello; Patricia Reickziegel;
Caroline Queiroz Leal; Caroline Wagner; Aline Boligon; Margareth Linde Athayde; Roselei
Fachinetto.
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Abstract

Here, we evaluated the effect of Hipericum perforatum (H. perforatum), a plant popularly
used as antidepressant, on different models of abnormal movements in rats, either using
fluphenazine or reserpine. It were quantified the number of vacuous chewing movements
(VCMs) and locomotor activity in both models. In experiment 1, rats received a single
administration of fluphenazine (25 mg/Kg, i.m.) and/or H. perforatum (300 mg/Kg, in place
of drinking water) during 7 days. Fluphenazine increased VCMs and decreased the locomotor
activity after 7 days of treatment. However, H. perforatum did not alter either the number of
VCMs or the locomotor activity (represented by number of crossing and rearing in the open
field test) in rats. In experiment 2, rats received reserpine once a day during 3 days (0.5
mg/Kg, s.c.) and/or H. perforatum (300 mg/Kg, in place of drinking water) during 16 days.
Reserpine treatment increased VCMs and decreased the locomotor activity. H. perforatum did
not alter the number of VCMs or the number of rearing. However, H. perforatum co-treatment
could avoid the effect of reserpine on number of crossings. In conclusion, H. perforatum did
not seem to be efficacious to protect against orofacial movements induced by fluphenazine or

reserpine in rats.

Keywords: fluphenazine. Reserpine. Locomotor activity. VCMs.

Introduction

Antipsychotics drugs are used in the treatment of severe psychiatric disorders. Its
pharmacological action involves the blockage of dopamine D2 receptors (Creese et al., 1976).
The primary concern regarding the adverse reactions of antipsychotics is induction of
extrapyramidal motor disorders including impaired involuntary movements as tardive
dyskinesia (Kane and Smith, 1982; Ohno et al., 2011). Also, neurodegenerative diseases, as
Parkinson’s disease, are present in a high percentage of the population and cause clinical
symptoms including extrapyramidal disorders (Jicha and Salamone, 1991; Bove et al., 2005).
Some animal models has been proposed to study the developmental of extrapyramidal
symptoms including the utilization of antipsychotics or reserpine (Neisewander et al., 1991,
1994; Salamone and Baskin, 1996; Burger et al., 2003, 2005; Faria et al., 2005;Naidu et al.,
2004, 2006; Castro et al., 2006; Fachinetto et al., 2005; 2007a; 2007b). However, neither the
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mechanisms responsible for the developmental of this movement syndrome are understood
nor efficacious therapies with low side effects were found at this moment. Even the action
mechanism of antipsychotics, as fluphenazine, and reserpine are different, both drugs seems
to have in common the capacity of promoting an increase in dopamine levels leading to
dopaminergic toxicity. It is proposed that high levels of extracellular dopamine could lead to
an increase the formation of acidic metabolites and hydrogen peroxide as consequence of
accelerated oxidative catabolism of cytosolic dopamine by monoamine oxidase (MAQO) which
could contribute to dopaminergic toxicity and, consequently, involuntary movements (Abilio
et al., 2002; Burger et al., 2003; Naidu et al., 2004; Bilska and Dubiel, 2007).

Hypericum perforatum L. (H. perforatum) commonly known as St. John’s Wort, is
used in the treatment of mild to moderate forms of depression. Clinical studies provide
evidence that H. perforatum is effective as well as conventional synthetic antidepressants
(Brenner et al., 2000; Harrer and Schulz, 1994; Philipp et al., 1999; Schrader, 2000; Volz,
1997; Woelk, 2000). Hypericum extract contains numerous compounds with documented
biological activity and studies suggest that this herb demonstrated anxiolytic and anti-
inflammatory activity (Mascolo et al., 1987; Langosch et al., 2002; Kumar et al., 2001).
Literature data suggests that H. perforatum acts via MAO inhibition and via inhibition of the
neuronal uptake of serotonin, norepinephrine and dopamine (Suzuki et al.,1984; Bladt and
Wagner, 1994; Miiller et al. 1997; Neary and Bu 1999; Butterweck et al., 2003). However,
there are no data in literature investigating if the MAO inhibition property of H. perforatum is
related to protection against movement disorders induced by antipsychotics or reserpine in
animal models.

Thus, the aim of the present study was to evaluate the effect of H. perforatum on
different models of involuntary movements in rats, either using fluphenazine or reserpine as

inducers.

Material and Methods

Animals

Male Wistar rats weighing 200-250 g (about 2 months old) were used. Groups of five
animals were kept in cages with free access to food and water in a room with controlled
temperature (22-23 °C) and on a 12 h-light/dark cycle with lights on at 7:00 a.m. All

experiments were performed in accordance to the guidelines of the Nacional Council of
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Control of Animal Experimentation (CONCEA).This protocol was approved by internal

ethical commission of UFSM.

Drugs
Reserpine (methyl reserpate 3,4,5-trimethoxybenzoic acid ester) was obtained from
Sigma (St Louis, Missouri, USA). Fluphenazine enantate (Flufenan®) was obtained from

Cristdlia (Sdo Paulo, BR). H. perforatum was commercially acquired from DEG®.

Chemical, apparatus and general procedures

All chemical were of analytical grade. Methanol, acetic acid, gallic acid, chlorogenic
acid and caffeic acid purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Quercetin, rutin and
kaempferol were acquired from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). High
performance liquid chromatography (HPLC-DAD) was performed with the HPLC system
(Shimadzu, Kyoto, Japan), Prominence Auto Sampler (SIL-20A), equipped with Shimadzu
LC-20AT reciprocating pumps connected to the degasser DGU 20AS5 with integrator CBM
20A, UV-VIS detector DAD (diode) SPD-M20A and Software LC solution 1.22 SP1.

Extract preparation

Aqueous extract of H. perforatum was prepared by infusion (90°C for 30 min), the
power was weighed considering the body weight of animals and daily consumption. After
that, the infusion was filtered using filter paper and cooled to room temperature. The extract
was always protected from the light. An aliquot was used to analyses by HPLC and total

phenolic compounds determination.

Quantification of phenolics and flavonoids compounds by HPLC-DAD

Reverse phase chromatographic analyses were carried out under gradient conditions
using C;s column (4.6 mm x 250 mm) packed with 5 pm diameter particles; the mobile phase
was water containing 2% acetic acid (A) and methanol (B), and the composition gradient was:
5% of B until 2 min and changed to obtain 25%, 40%, 50%, 60%, 70% and 100% B at 10, 20,
30, 40, 50 and 60 min, respectively. The flow rate was 0.8 ml/min, injection volume 40 pl and
the wavelength were 254 nm for gallic acid, 325 nm for caffeic and chlorogenic acids, and
365nm for quercetin, rutin and kaempferol. All the samples and mobile phase were filtered
through 0.45 pum membrane filter (Millipore) and then degassed by ultrasonic bath prior to

use. Stock solutions of standards references were prepared in the HPLC mobile phase at a
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concentration range of 0.031 — 0.250 mg/ml for kaempferol, quercetin and rutin; and 0.006 —
0.250 mg/ml for gallic, chlorogenic and caffeic acids. The chromatography peaks were
confirmed by comparing its retention time with those of reference standards and by DAD
spectra (200 to 500 nm). Calibration curve for gallic acid: Y = 52579x + 1132.5 (r = 0.9976);
chlorogenic acid: Y = 53256x + 1094.8 (r = 0.9998); caffeic acid: Y = 86562x + 1108.3 (r =
0.9987); rutin: Y = 60996x — 1521.7 (r = 0.9996); quercetin: Y = 55734x — 1491.2 (r =0.9996)
and kaempferol: Y = 57923x — 1853.9 (r = 0.9978). All chromatography operations were

carried out at ambient temperature and in triplicate.

Experimental design

Experiment 1: Effects of aqueous extract of H. perforatum on movement disorder

induced by fluphenazine in rats
Thirty adult male rats were divided into four groups:

1) Control group received vehicle (soy oil, that was fluphenazine vehicle, i.m., 1 ml/Kg)
and water ad libitum;
2) H. perforatum group received vehicle and H. perforatum (300 mg/Kg in place of
drinking water);
3) Fluphenazine group received fluphenazine enantate (25mg/Kg, i.m.) and water ad
libitum;
4) Fluphenazine plus H. perforatum group received fluphenazine enantate (25mg/Kg,
i.m.) and H. perforatum (300mg/Kg in place of drinking water).
Fluphenazine enantate, a slow-releasing preparation of fluphenazine, was administered
intramuscularly (i.m.) only at first day of the experiment, as previously published (Fachinetto
et al., 2007a; Busanello et al., 2012). And H. perforatum extract was administered during 7
days and the treatment started at same day of fluphenazine. The fresh extract of H. perforatum
and its vehicle were placed daily before the beginning of the dark cycle. The consumption
was daily quantified and it was not observed a reduction in liquid intake among the groups
(data not shown).Behavioral parameters of orofacial movements (VCMs) — before the
treatments and after 7 days of treatments - and spontaneous locomotor activity (crossing and

rearing in the open field) - after 7 days of treatments - were evaluated.
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Experiment 2: Effects of aqueous extract of H. perforatum on the development of

movement disorders induced by reserpine in rats

Firstly, 22 adult male rats were divided into two groups: control group (n=11) received
water and H. perforatum group (n=11) received H. perforatum (300mg/Kg) in place the

drinking water for two weeks. In day 9™, each group was subdivided into 2 groups as follow:

- Control group was subdivided into: 1) vehicle group, which received a daily
administration of 0.2% acetic acid, subcutaneously (s.c.), during 3 days and water
ad libitum and 2) reserpine group, which received a daily administration of 0.5%
reserpine, s.c., during 3 days and water ad libitum.

- H. perforatum group was subdivided into: 1) H. perforatum group, which received
a daily administration of 0.2% acetic acid, s.c., during 3 days and H. perforatum ad
libitum and 2) reserpine plus H. perforatum group, which received a daily
administration of 0.5% reserpine, subcutaneously (s.c.), during 3 days and H.
perforatum ad libitum (Beijamini and Andreatini, 2003).

After the last injection of reserpine or vehicle (24 hours), it was evaluated
behavioral parameters of orofacial movements (VCMs) and spontaneous locomotor

activity (crossing and rearing in the open field).

Behavior testing

Quantification of VCMs

To quantify the frequency of VCMs, rats were placed individually in cages
(20x20x19cm) containing one mirror under the floor. VCMs are defined as single mouth
openings in the vertical plane not directed towards physical material. If VCMs occurred
during a period of grooming they were not taken into account. The behavioral parameters of
OD were measured continuously for 6 min after a period of 6 min adaptation (Pereira et al.,

2011; Busanello et al., 2012).

Open field test

To analyze possible changes in spontaneous locomotor and exploratory activity caused
by the treatments, the animals were placed individually in the center of a circular open field
arena divided into nine parts (Broadhurst, 1960).The number of rearing and the number of

line crossings were measured over 5 min.
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Statistical analysis
VCM and open field test (rearing and crossings) data were analyzed by one-way

analysis of variance, followed by Tukey’s multiple range tests when appropriate.

Results

HPLC analysis

HPLC analysis of H. perforatum extract showed the presence of the gallic acid
(0.16%; peakl),chlorogenic acid (2.92%; peak 2) and caffeic acid (0.74%; peak 3), along with
flavonoids: rutin (7.61%; peak 4), isoquercitrin (5.43 %; peak 5), quercitrin (2.79%; peak 6),
quercetin (4.83%; peak 7) and kaempferol (0.95%; peak 8) (FigurelandTablel). The HPLC
analysis revealed that flavonoids and phenolics are the major components of the extract; these
results are similar to other studies previously performed for the species (Brolis et al., 1998;

Cirak et al., 2007).

Effects of H. perforatum aqueous extract on fluphenazine and reserpine-induced

movement disorders

Fluphenazine caused a significant increase on VCMs after 7 days of treatment
(p<0.05). However, H. perforatum was not able to reduce the intensity of VCMs in rats. H.
perforatum did not cause any effect on VCMs when administered alone (Figure 2).

Similar results were observed when VCMs were induced by reserpine. Reserpine
treatment caused a significant increase on VCMs compared with the control group (p<0.05);
co-treatment with H. perforatum was not able to prevent this effect. H. perforatum did not

cause any effect on VCM when administered alone (Figure 3).

The effects of H. perforatum aqueous extract on changes in spontaneous locomotor

activity caused by fluphenazine and reserpine

Fluphenazine caused a marked decreased the locomotor activity, represented by the
number of crossings and rearings in the open field test (p<0.05). Co-treatment with H.
perforatum did not alter these effects. H. perforatum alone did not change locomotor activity

in rats (Table 2).
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Reserpine treatment also decreased the locomotor activity, represented by the number
of crossings and rearings in the open field test (p<0.05). H. perforatum co-treatment did not
alter the number of rearings. However, H. perforatum co-treatment could avoid the effect of
reserpine on number of crossings (p<0.05). H. perforatum alone decreased the number of

rearings without alterations in the number of crossings (Table 3).

Discussion

Movement disorders affect a high percentage (1-2%) of the population around the
world (Van Den Eeden et al., 2003). The most serious problem is the lack of an effective
treatment for these conditions without significant side effects. Several studies suggests that
antidepressant, as selegiline, have promising results in experimental animals with orofacial
dyskinesia (Sachdev et al., 1999). By the other hand, other studies demonstrated
antidepressant could potentiate the motor side effects induced by antipsychotics (Tatara et al.,
2012). In this view, the present study aimed to investigate the effect of H. perforatum, a plant
with antidepressant properties with low side effects, on movement disorders induced by
different agents.

A model of movement disorder uses antipsychotic drugs as fluphenazine. Some
hypotheses have been purposed to explain the development of movement disorders, including
overproduction of free radicals, imbalance of dopaminergic system (Cadet et al., 1986, Lohr,
1991; Andreassen and Jorgensen, 2000). Antipsychotics act blocking dopamine receptors,
mainly D2 receptors (Creese et al., 1976). It is described in the literature this blockage could
generate a secondary increase in dopamine turnover and metabolism of monoamines. The
increase in monoamine metabolism through MAO can produce hydrogen peroxide that may
interact with transition metals that are present at high levels in basal ganglia, producing free
radicals (Coyle and Puttfarcken, 1993; Lohr et al., 2003).Considering literature data proposing
that H. perforatum is able to inhibit MAO, the first aim of the present study was to investigate
the effects of an aqueous extract of H. perforatum on VCMs fluphenazine in rats. Our results
show that fluphenazine caused an increase on VCMs after 7 days of treatment. However, H.
perforatum was not able to reduce the intensity of VCMs in rats. It is known that
dopaminergic pathways blockage by antagonist or depletion of monoamines causes a
suppression of locomotor activity (Salamone et al., 2008). Thus, we also investigated the

effect of aqueous extract of H. perforatum against the reduction spontaneous locomotor
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activity in the rats in the open field test. Fluphenazine caused a decrease on spontaneous
locomotor activity and H. perforatum, at least at tested dose, did not cause any effect.

Another model to investigate the efficacious of pharmacological agents against
movement disorder is using reserpine as neurotoxic agent (Busanello et al., 2011; Pereira et
al., 2011; Reckziegel et al., 2013). There are some studies showing that some plants and other
compounds can be effective in models using reserpine (Burger et al., 2004; Pereira et al.,
2011) to induce movement but not with antipsychotic (Fachinetto et al., 2007a; Fachinetto et
al., 2007b) agents. These evidences reinforce the idea that both models besides their
similarities in symptoms have important molecular differences. Reserpine is a monoamine-
depleting that exerts effect through blockage of vesicular monoamine transporter in the
central nervous system, leading to an increase in monoamine turnover, mainly in basal
ganglia, which have been related to movement disorders (Abilio et al., 2002; Burger et al.,
2003; Naidu et al., 2004; Bilska and Dubiel, 2007). Second aim of this study was evaluated if
aqueous extract H. perforatum could protect the developmental of movement disorders
induced by reserpine. Reserpine caused a significant increase on VCMs and the co-treatment
with H. perforatum was not able to prevent this effect. Literature data shows that resveratrol,
a phytoalexin related to MAO inhibition, reduced significantly the VCMs induced by
reserpine (Busanello et al., 2011). It has also been showed, H. perforatum extracts and
hipericin are able to inhibit metabolizing enzymes MAO A and MAOB and catechol-o-
methyltransferase (COMT) (Suzuki et al.,1984; Bladt and Wagner, 1994). An elegant study
conducted by Butterweck et al. suggested that some flavonoids present in the extract also can
exert MAO inhibitory activity (Butterweck, 2003). HPLC analyses from aqueous extract of H.
perforatum have components with beneficial effects on developmental of motor disorders, as
quercetin and gallic acid (Naidu et al., 2003; Reckziegel et al., 2013). However, the
concentration of possible active compounds are lower than those present in other extracts used
previously by other authors (Pereira et al., 2011; Peroza et al., 2013; Reckziegel et al., 2013).
Thus, it is reasonable to assume that the extract aqueous of H. perforatum was not able to
reach in vivo the necessary concentrations to inhibit the MAO. It may be due to the lowest
amount of flavonoids when compared with another extracts (Butterweck et al., 2003).

Another effect associated with reserpine administration in rodents is a decrease in
locomotor activity (Neisewander et al., 1991, 1994). Corroborating with literature, we also
observed a decrease in the number of crossings and rearings. The co-treatment with H.
perforatum appears to change this effect only concerning the number of crossings. It is known

that mainly in the nucleus accumbens dopamine depletion caused by reserpine results from a
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suppression of locomotion (Salamone et al., 1998).By the other hand, VCM development are
associated with basal ganglia, mainly the nigrostriatal pathway (Andreassen and Jorgensen,
2000). H. perforatum could be acting specifically in nucleus accumbens to protect against the
effects of reserpine on number of crossings. It is reasonable to think that since H. perforatum
is popularly used to treat depression, a psychiatric illness, whose pathophysiology is related to
nucleus accumbens (Berton and Nestler, 2006).

In conclusion, our study suggests that H. perforatum did not protect against movement
disorders induced by fluphenazine or reserpine. It can be proposed that the effectiveness of
treatment in both models is linked with low concentration of the active compounds present in
used extract. It is important to highlight that the presence of antioxidant compounds is not the
unique condition to ameliorate movement disorders reinforcing that oxidative stress is not the

only mechanism involved in development of these conditions.
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Legends for figures

Figure 1: Representative high performance liquid chromatography profile of H. perforatum.
Gallic acid (peak 1; tg= 11.89 min), chlorogenic acid (peak 2; tg = 21.63 min), caffeic acid
(peak 3; tg = 28.07 min), rutin (peak 4; tg= 36.65 min), isoquercitrin (peak 5; tg= 30.15 min),
quercitrin (peak 6; tg=41.95 min), quercetin (peak 7; tg= 48.40 min) and kaempferol (peak 8;
tr= 55.39 min).

Figure 2:Effects of H. perforatum on fluphenazine-induced orofacial movements
(represented by number of VCMs during 6 min)in rats after 7days of treatment. Values are
presented as means+S.E.M. (Control, n=5; H. perforatum, n=5; fluphenazine, n=10;

fluphenazine + H. perforatum, n=10. *different from control; * different from H. perforatum

group.

Figure 3:Effects of H. perforatum on reserpine-induced orofacial movements (represented by
number of VCMs during 6 min)in rats. Values are presented as means+S.E.M. (Control, n=6;
H. perforatum, n=6; reserpine, n=35; reserpine + H. perforatum, n=5. *different from control; #

different from H. perforatum group.
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Table 1:Phenolics and flavonoids composition of H. perforatum

H. perforatum

Compounds
mg/g Percent

Gallic acid 1.6 +0.11a 0.16
Chlorogenic acid 292+0.17b 2.92
Caffeic acid 7.4+0.09 c 0.74
Rutin 76.1 £0.03d 7.61
Isoquercitrin* 543+0.09e 543
Quercitrin* 27.9+0.33b 2.79
Quercetin 483 +0.15f 4.83
Kaempferol 95+£002¢g 0.95

Results are expressed as mean + standard deviations (SD) of three determinations.
Averages followed by different letters differ by Tukey test at p < 0.05.

" Quantified as quercetin



45

Table 2:Effects of fluphenazine and/or H. perforatum on open field test in rats. Number of crossings
and rearings during 5 min after 7 days of treatment.

Groups Crossings Rearings
(7"day) (7"day)
Control 123.4426.3 12.20+3.72
H. perforatum 99.6+30.39 17.20+4.77
Fluphenazine 23.20+8.38"* 3.10+0.86 "
Fluphenazine + H. perforatum 21.40+10.59"* 2.50+0.74"*

Data were expressed as means+S.E.M; control, n=5; H. perforatum, n=5; fluphenazine, n=10; fluphenazine +
H.perforatum, n=10. *Significant difference from control group; #Significant difference from H. perforatum

group.

Table 3: Effects of reserpine and/or H. perforatum on the open field test in rats. Number of crossings
and rearing during 5 min.

Groups Crossings Rearings
Control 70.75£7.43 20.53+1.87
H. perforatum 63.83+4.09 7.66+2.43"
Reserpine 36.00+5.38" 7.7541.43"
Reserpine + H. perforatum 53.00+6.65 10.20+3.21°

Data were expressed as meanst£S.E.M; control, n=6; H. perforatum, n=6; reserpine, n=5; reserpine + H.
perforatum, n=5. *Significant difference from control group.



4 CONCLUSOES ESPECIFICAS

- O tratamento com flufenazina ou reserpina causou um aumento no numero de
MMVs, porém tratamento com H. perforatum nao reduziu a intensidade destes movimentos;

- Os animais tratados com flufenazina ou reserpina apresentaram uma diminui¢ao na
atividade locomotora, representada por nimero de cruzamentos e levantadas, o tratamento
com H. perforatum ndo alterou este efeito no modelo induzido por flufenazina. No entanto, o
H. perforatum mostrou-se capaz de prevenir o efeito da reserpina sobre o nimero de

cruzamentos no modelo induzido por reserpina.



5 CONCLUSAO FINAL

Este estudo mostrou que o H. perforatum nao foi capaz de proteger as desordens
motoras induzidas por flufenazina ou reserpina. Sugere-se que a ineficdcia do tratamento seja
atribuida a baixa quantidade de componentes bioativos presentes no extrato utilizado. A
prevencdo da diminuicao da atividade locomotora, representada pelo niimero de cruzamentos,
induzida por reserpina indica que o H. perforatum atua em vias especificas para o controle do

movimento.
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