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Resumo:

A Doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa progressiva, a qual afeta cerca de 1-2%
da populagdo mundial, provocando distirbios motores incapacitantes. A silimarina, isolada das sementes da
planta Silybum marianum, € um composto que tem demonstrado efeitos antioxidantes, neuroprotetores e com
baixa toxicidade. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da silimarina em um modelo de
parkinsonismo induzido por 6-hidroxidopamina (6-OHDA) em camundongos.

Os camundongos receberam 6-OHDA (via intracerebroventricular) e uma semana apds a 6-OHDA
iniciou-se o tratamento com silimarina (10, 30 ou 100 mg/kg, via intraperitoenal) durante 7 dias. No 15° dia do
protocolo experimental realizaram-se as andlises comportamentais.

Os resultados dos testes comportamentais demonstraram que a silimarina recupera, pelo menos em
parte, os prejuizos motores induzidos por 6-OHDA, sugerindo um efeito promissor da silimarina na DP.

Autorizacdo legal: Este protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) sob numero 4398020415/2015 (Autorizacéo
patrimoénio genético CNPg nimero 010757/2014-7).
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Introducéo:

A DP é a segunda doenca neurodegenerativa mais prevalente no mundo, a qual é caracterizada pela
perda seletiva e progressiva de neurbnios dopaminérgicos da substancia negra, ocasionando uma reducgéo da
dopamina no estriado. A dopamina é um importante neurotransmissor produzido a partir da ativagdo da enzima
tirosina hidroxilase no cérebro, possuindo varias fungdes, dentre elas o controle dos movimentos voluntarios.
Consequentemente, sua reducdo acarreta sintomas clinicos motores tais como: bradiscinesia, tremor em
repouso, rigidez e anormalidades posturais surgindo desta forma a DP, um mal cujas causas ainda ndo séo
completamente conhecidas, porém estudos apontam uma provavel contribuicdo do estresse oxidativo.

Atualmente ndo existem terapias que sejam capazes de prevenir, interromper ou curar a DP. A
levodopa é a principal terapia utilizada para atenuar os sintomas motores, no entanto, a longo prazo, pode
agrava-los e levar ao surgimento de discinesias. Desta forma, fica evidente a necessidade da busca por novos
farmacos que minimizem os efeitos adversos e possam ser efetivos para o tratamento da doenca com o intuito
da melhora da qualidade de vida do paciente.

Varios modelos animais vém sendo utilizados para o estudo da DP, dentre eles pode-se citar o modelo
da 6-OHDA, a qual é uma neurotoxina andloga da dopamina que causa degeneracdo dos neurbnios
dopaminérgicos no sistema nervoso central e produz efeitos que mimetizam, ao menos em parte, a DP em
humanos. Diversos compostos tém sido testados neste modelo em busca da producéo de efeito terapéutico.
Neste trabalho utilizou-se a silimarina, um composto de origem vegetal muito utilizado para o tratamento de
doencgas hepéticas, com poucos efeitos adversos reportados na literatura e que posssui propriedades
importantes e possivelmente benéficas para o tratamento da DP. A silimarina é uma mistura de flavonoides
obtida das sementes da planta Silybum marianum e tem demonstrado efeitos antioxidantes, neuroprotetores e
com baixa toxicidade, cujo potencial farmacol6égico em modelos de DP tem sido pouco explorado.

Considerando que a DP é um disturbio incapacitante que reduz a qualidade de vida do paciente e os
tratamentos disponiveis apresentam eficacia temporéria, torna-se relevante a busca por tratamentos que
possam melhorar a qualidade de vida do paciente.

Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da silimarina em um modelo de parkinsonismo
induzido por 6-OHDA em camundongos.

Metodologia:
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Para a realizacdo dos procedimentos experimentais foram utilizados camundongos albinos Swiss
machos pesando de 25-35g provenientes do Biotério Central da UFSM e que foram acomodados em biotério
setorial com temperatura controlada (22 +/- 3°C) e ciclo claro/escuro 12/12-h, com livre acesso a comida e
agua. Este protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) desta
universidade sob nimero 4398020415/2015.

Seguindo-se o protocolo experimental previamente aprovado, os camundongos inicialmente receberam
imipramina na dose de 25 mg/kg via intraperitoneal (i.p.) 30 minutos antes da injecdo de 6-OHDA a fim de
proteger os neurdnios noradrenérgicos. A partir de entdo, os animais foram divididos em dois grupos e
anestesiados com cetamina/xilazina (100 mg/kg / 10 mg/kg i.p.). Apoés, receberam 60 pg de 6-OHDA (dissolvida
em 3 pL de NaCl 0,9% contendo 0,05% de acido ascorbico) ou veiculo (NaCl 0,9% contendo 0,05% de acido
ascorbico) por via intracerebroventricular (i.c.v.) no ventriculo cerebral direito utilizando uma microseringa
Hamilton. Ap6s uma semana, os animais foram divididos em oito grupos experimentais e iniciou-se o
tratamento com diferentes doses de silimarina: 10, 30 ou 100 mg/kg, contendo 1% de etanol, via i.p., durante
sete dias consecutivos. O grupo controle recebeu o veiculo da silimarina (NaCl 0,9% contendo 1% de etanaol,
i.p.). A via intraperitoneal foi escolhida devido a baixa biodisponibilidade da silimarina por via oral.

No 15° dia do protocolo experimental foram realizadas as analises comportamentais relacionadas a
atividade, equilibrio e coordenacdo motora dos animais através dos testes de campo aberto, caminhada sobre
a barra e rotarod. Para a realizacdo do teste do campo aberto, os animais foram colocados individualmente em
uma das extremidades da caixa de teste, dividida em dezesseis partes iguais, onde foi contabilizado o niumero
de cruzamentos (parametro relacionado a atividade locomotora) durante 5 minutos. No teste da caminhada
sobre a barra os animais foram colocados sobre a extremidade de uma barra de madeira horizontal (1,5 cm x
75 cm) elevada a 90 cm do ch@o com uma caixa escura para o animal entrar na outra extremidade, avaliou-se
a laténcia para o animal atravessar a barra e entrar na caixa escura durante 120 segundos. Ja para o teste do
rotarod foi efetuado um treinamento vinte e quatro horas antes dos experimentos com todos os animais, 0s
guais deveriam permanecer no aparato (3,7 cm de didmetro; 8 rpm) durante 60 segundos sem cair. No dia do
experimento foi avaliado o nimero de quedas do aparato até o tempo maximo de 4 minutos.

Os dados obtidos a partir dos testes experimentais foram analisados por analise de variancia (ANOVA)
de uma via seguido pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas quando p<0.05.

Resultados e Discussao:

Em relacdo aos efeitos da 6-OHDA e/ou da silimarina sobre a atividade locomotora, avaliados através
do teste do campo aberto, verificou-se que houve uma diminui¢do significativa no nimero de cruzamentos dos
animais que receberam 6-OHDA quando comparado com o0 grupo controle (p<0,05). O tratamento com
silimarina em todas as doses recuperou a atividade locomotora dos animais (p<0,05). Além disso, a silimarina
ndo causou nenhum efeito per se na atividade locomotora em todas as doses testadas. Quando avaliado o
equilibrio dos animais através do teste da caminhada sobre a barra a administracdo de 6-OHDA aumentou a
laténcia para atravessar a barra comparado com o grupo controle (p<0,05) e o tratamento com silimarina foi
capaz de diminuir essa laténcia para atravessar a barra (p<0,05).

Quanto aos efeitos da 6-OHDA e/ou silimarina sobre a coordena¢@o motora fina dos animais, avaliados
através do teste do rotarod, verificou-se que houve um aumento no nimero de quedas do aparato rotarod
guando comparado com o grupo controle nos animais que receberam 6-OHDA (p<0,05). A andlise estatistica
demonstrou que o tratamento com silimarina na dose de 100 mg/kg diminuiu 0 nimero de quedas (p<0,05). Em
adicdo, o tratamento com silimarina per se ndo afetou a coordenacdo motora fina dos animais em todas as
doses testadas.

Diferentes efeitos benéficos da silimarina tém sido demonstrados em diversos estudos in vitro e in vivo.
Entretanto, poucas informagfes estdo disponiveis em relagéo aos seus efeitos sobre o comprometimento motor
em modelos experimentais de DP. Nesse sentido, a analise comportamental € um bom parametro para
avaliacdo de possivel neuroprotecdo. Particularmente, em roedores a falta de coordenacéo e equilibrio motor é
um marcador confiavel de degeneracdo nigroestriatal. Neste sentido, através dos testes experimentais
realizados verificou-se, como o0 esperado, que a 6-OHDA causou prejuizo tanto na atividade quanto na
coordenacdo e equilibrio motor dos animais e o tratamento com a silimarina foi capaz de reverter esses danos
motores.

Conclusoes:

Levando-se em consideragdo os achados neste estudo, envolvendo as altera¢cdes motoras induzidas
pela administracao de 6-OHDA e os bons resultados por parte da silimarina em recuperar 0s prejuizos motores
causados pela 6-OHDA, a silimarina poderia promover um efeito benéfico em aliviar os sintomas motores
relacionados & DP. No entanto mais estudos devem ser realizados a fim de encontrar os mecanismos exatos
da acdo da silimarina neste modelo experimental e, além disso, uma dose ideal que possa ser utilizada em
futuros ensaios clinicos.
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