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RESUMO

Efeito neuroprotetor do Carvacrol em dois modelos experimentais da Doenca de
Parkinson: evidéncias comportamentais e imunohistoquimicas. LINS, L.C.R.F. 2017.

A Doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa caracterizada por uma
degeneracdo progressiva de neurbnios dopaminérgicos da Substadncia Negra parte compacta
(SNpc), o que resulta nas alteracbes motoras caracteristicas desta patologia. Embora sua etiologia
ainda permanega desconhecida, varios estudos indicam que o estresse oxidativo e a inflamagéo
exercem uma funcdo critica na fisiopatologia da DP e agentes antioxidantes e anti-inflamatérios
poderiam desacelerar a neurodegeneracdo dopaminérgica. Assim, tem sido crescente 0 nimero
de pesquisas relacionadas a investigacdo do potencial neuroprotetor destes agentes, entre eles, 0
Carvacrol (CA). O CA é um monoterpeno fendlico encontrado nos 6leos essenciais de diversas
plantas aromaticas e apresenta uma variedade de atividades farmacoldgicas sobre o Sistema
Nervoso Central, incluindo atividades antioxidante e anti-inflamatdria. Neste contexto, o
objetivo deste estudo foi investigar um possivel efeito neuroprotetor do CA em ratos submetidos
a dois modelos de DP. Foram realizados dois experimentos: no experimento I, ratos Wistar
foram submetidos a administracdo repetida de uma dose baixa (0,1 mg/kg, s.c.) de reserpina
(RES) ou veiculo da reserpina (VR) e tratados concomitantemente com CA nas doses de 12,5 ou
25 mg/kg (i.p.) ou com o veiculo do carvacrol (VC). Ao longo do experimento, os animais
tiveram seu comportamento motor avaliado atraves dos testes de catalepsia, campo aberto e
avaliacdo dos movimentos orais. No experimento Il, ratos Long-Evans foram pré-tratados por
sete dias com CA nas doses de 50 ou 100 mg/kg (i.p.) ou VC, e entdo foram submetidos a uma
injecdo unilateral de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) ou veiculo no feixe prosencefalico medial
(medial forebrain bundle -MFB). Os animais foram tratados com CA ou VC por trés semanas
apos a injecdo de 6-OHDA e ap0ls este periodo tiveram seu comportamento motor avaliado
através dos testes do campo aberto, cilindro, rotarod e rotacdes induzidas por anfetamina. Em
ambos 0s experimentos, ao fim dos testes comportamentais, 0s animais foram perfundidos e seus
cérebros foram processados para imunohistoquimica para tirosina hidroxilase (TH). No
experimento |, os resultados mostraram que o CA em ambas as doses (12,5 e 25 mg/kg) preveniu
0 comportamento de catalepsia e 0 desenvolvimento de movimentos de mastigacdo no vacuo
induzidos pela RES, porém néo reverteu a reducdo da atividade locomotora causada pela RES no
teste do campo aberto. O CA em ambas as doses preveniu a reducdo da marcacdo de TH
induzida pela RES na SNpc e no estriado dorsal. No experimento 11, os resultados mostraram que
0 CA na dose de 50 mg/kg preveniu os déficits motores induzidos pela inje¢do de 6-OHDA nos
testes do campo aberto, cilindro e rotarod, e aumentou o nimero de rotacGes induzidas por
anfetamina. Além disso, o CA atenuou o dano provocado pela injecdo de 6-OHDA nos neurdnios
dopaminérgicos da SNpc e estriado dorsal. Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que
o CA apresenta um efeito neuroprotetor, prevenindo ou atenuando as alteracdes motoras e
neuroquimicas induzidas pela RES e 6-OHDA. Desta forma, o CA pode ser considerado um
candidato terapéutico promissor para a prevencgéo ou tratamento da DP.

Palavras-chave: Monoterpenos; Neuroprotecdo; Reserpina; Transtornos Parkinsonianos;
Oxidopamina.



ABSTRACT

Neuroprotective effect of Carvacrol in two rat models of Parkinson’s disease: behavioral
and immunohistochemical evidences. LINS, L.C.R.F. 2017.

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disease characterized by a progressive
degeneration of dopaminergic neurons in the Substantia Nigra pars compact (SNpc) with
consequent depletion of dopamine in the striatum, which gives rise to characteristic motor
symptoms of PD. Although its etiology of is unknown, several studies have been suggested that
oxidative stress and inflammation play a critical function in the physiopathology of PD and
antioxidant and ani-inflammatory agents could be helpful to slown down the dopaminergic
neurodegeneration. Thus, many studies have evaluated the potential neuroprotective effect of
these agentes, including Carvacrol (CA). CA is a phenolic monoterpene found in essential oils of
many aromatic plants and it has a variety of pharmacological effects on Central Nervous System,
including antioxidant and anti-inflammatory activities. In this context, the objective of this study
was to investigate a possible neuroprotective effect of CA in two rat models of PD. Two
experiments were performed: in the experiment I, male Wistar rats were submitted to repeated
administration of a low dose (0.1 mg/kg, s.c.) of reserpine (RES) or vehicle of reserpine (VR)
and concomitantly treated with CA at doses of 12.5 or 25 mg/kg (i.p.) or vehicle of carvacrol
(VC). Across the treatment, the animal motor behavior was evaluated by catalepsy test, open
field test and assessment of oral movements. In the experiment 1, male Long-Evans rats were
pretreated for seven days with CA at doses of 50 or 100 mg/kg (i.p.) or VC, and were then
submitted to unilateral injection of 6-hydroxydopamine (6-OHDA) or vehicle of 6-OHDA into
the medial forebrain bundle (MFB). The animals were treated with CA or VC for three weeks
after injection. Thereafter, they were assessed for motor behavioral function by open field,
cylinder test, rotarod and amphetamine-induced circling test. In both experiments, upon
completion behavioral tests, rats were perfused and theirs brains were subjected for tyrosine
hydroxylase (TH) immunohistochemical analysis. In the experiment I, the results showed that the
CA treatment, in both doses 12.5 e 25 mg/kg, was able to prevent the catalepsy behavior and the
development of vacuous chewing movements induced by RES, however, CA failed to revert the
decreased locomotor activity induced by RES in the open field test. In addition, CA in both doses
prevented the depletion of TH immunostaining induced by RES in the SNpc and dorsal striatum.
In the experiment 11, the treatment with CA at dose of 50 mg/kg prevented the motor deficits
induced by 6-OHDA injection in the open field test, cylinder test and rotarod, and increased the
number of rotations induced by amphetamine. Moreover, CA attenuated the dopaminergic
neurons damage in the SNpc and dorsal striatum induced by 6-OHDA injection. Taken together,
our results suggest that CA shows neuroprotective effect, preventing or attenuating motor and
neurochemical impairments induced by RES and 6-OHDA, so it may be regarded a promising
therapeutic candidate for the prevention or treatment of PD.

Keywords: Monoterpene; Neuroprotection; Reserpine; Parkinsonian Disorders; Oxidopamine.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, tem sido observado um aumento da expectativa de vida da
populacdo mundial resultando em um aumento no nimero de idosos. Em 2010, o nimero de
idosos no Brasil era de 14 milhGes de pessoas. Em 2050, estima-se que mais de 38 milhdes de
brasileiros terdo mais de 65 anos. Associado ao processo de envelhecimento populacional,
também observa-se um aumento da prevaléncia de doengas cronico-degenerativas
(CHAIMOWICZ, 2013), como exemplo a Doenga de Parkinson (DP).

A DP ¢é uma das doencas neurodegenerativas mais comuns na populacdo de idosos,
afetando mais de 1% das pessoas com mais de 60 anos de idade em todo o mundo. A incidéncia
e prevaléncia da DP aumentam com a idade, caracterizando o envelhecimento como o fator de
risco mais importante para esta doenga. Nos Gltimos anos, 0 aumento da prevaléncia da DP tem
gerado altos custos econémicos para os sistemas de salde e para as familias dos pacientes (LAU;
BRETELER, 2006; PRINGSHEIM et al., 2014; REEVE; SIMCOX; TURNBULL, 2014).

A etiologia da DP ainda permanece desconhecida, porém varios estudos tém considerado
que a causa da DP é multifatoral, envolvendo fatores genéticos e ambientais (DEXTER,;
JENNER, 2013). A principal caracteristica patolégica é a degeneracdo de neurdnios
dopaminérgicos da Substancia Negra parte compacta (SNpc) e consequente reducdo da
concentragdo de dopamina (DA) no estriado, 0 que tem sido associado aos sintomas cardinais da
DP: rigidez muscular, bradicinesia, tremor de repouso e instabilidade postural
(GOPALAKRISHNA; ALEXANDER, 2015; MILLER; O’CALLAGHAN, 2015; WU et al.,
2012).

Nenhum dos tratamentos disponiveis é capaz de prevenir a progressao ou restaurar o
dano neuronal caracteristico da DP. Portanto, o tratamento dos pacientes com DP é apenas
sintomético (DEXTER; JENNER, 2013). A terapia de reposi¢cdo dopaminérgica através do uso
da L-3,4-diidroxifenilalanina (L-DOPA) permanece a opg¢do de primeira escolha para o
tratamento dos sintomas motores da DP. Contudo, a eficacia da terapia com L-DOPA declina ao
longo do tempo e complicagbes motoras, tais como discinesias e flutuagfes motoras, tém sido
associadas ao seu uso prolongado (DEXTER; JENNER, 2013; OLANOW, 2015).

A deficiéncia de terapias neuroprotetoras para a DP e as complicagfes associadas as

mesmas tém incentivado o desenvolvimento de estudos com o objetivo de desvendar os
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mecanismos fisiopatoldgicos desta doenca, bem como formular estratégias terapéuticas capazes
de prevenir a neurodegeneracdo (RIZEK; KUMAR; JOG, 2016; TAGLIAFERRO; BURKE,
2016).

O estresse oxidativo e a inflamacéo estéo entre os principais mecanismos envolvidos na
neurodegeneracdo dopamineérgica caracteristica da DP, exercendo um papel importante na
fisiopatologia desta doenca (HWANG, 2013; ROCHA; DE MIRANDA; TEIXEIRA, 2015;
WANG; LIU; ZHOU, 2015). Nos ultimos anos, os modelos animais de DP tém se mostrado Uteis
para estudar o papel do estresse oxidativo e da inflamagdo na fisiopatologia da DP, bem como
tém indicado que a terapia com compostos antioxidantes e anti-inflamatérios pode ser uma
alternativa para a prevenc¢do ou tratamento da DP (JAGMAG et al., 2016; JOERS et al., 2016;
KOPPULA et al., 2012; MACHADO-FILHO et al., 2014).

Varios estudos tém indicado que metabolitos secundarios derivados de plantas medicinais
apresentam efeitos protetores em modelos animais de DP, o que tem sido relacionado a
capacidade destes compostos de atuarem sobre o estresse oxidativo e o processo inflamatério
presente nos diferentes modelos de DP (GEED et al., 2014; KHURANA; GAJBHIYE, 2013;
KOPPULA et al., 2012; PEREZ-HERNANDEZ et al., 2016). Os terpenos sdo uma variedade de
compostos encontrados nos 6leos essenciais de plantas medicinais aromaticas. Alguns terpenos
tém demonstrado efeito neuroprotetor em modelos animais de DP induzidos por neurotoxinas
(PEREZ-HERNANDEZ et al., 2016; SONG et al., 2012). Os monoterpenos s&o uma importante
classe dos terpenos, representando aproximadamente 90% das moléculas que constituem os 6leos
essenciais e possuem grande variedade estrutural, incluindo compostos de diferentes funcdes
como hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, estéres e fendis (BAKKALI et al., 2008). Entre os
monoterpenos mais estudados, devido a sua variedade de propriedades farmacoldgicas, esta o
Carvacrol (CA).

O CA é um monoterpeno fenolico encontrado em bleos essenciais de plantas da familia
Labitae e é o principal constituinte do 6leo essencial do orégano (BASER, 2008). O CA é
considerado relativamente seguro para 0 consumo humano, sendo aprovado pela Federal Drug
Administration (FDA) e pelo Conselho Europeu para ser utilizado como conservante de
alimentos. O CA também ¢é utilizado como fungicida e como ingrediente aromatizante em
formulacBes cosméticas e em produtos de limpeza (DE VINCENZI et al., 2004; SUNTRES;
COCCIMIGLIO; ALIPOUR, 2015).
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Nos ultimos anos, um namero significativo de estudos pré-clinicos tem demonstrado que
o CA possui uma variedade de atividades farmacoldgicas sobre o Sistema Nervoso Central
(SNC), incluindo atividade ansiolitica (MELO et al., 2010), anticonvulsivante (QUINTANS-
JUNIOR et al., 2010), antidepressiva (MELO et al., 2011), antinociceptiva (MELO et al., 2012),
anti-inflamatoéria (LI et al., 2016), antioxidante (BALUCHNEJADMOJARAD;
HASSANSHAHI; ROGHANI, 2014; SAMARGHANDIAN et al., 2016) e neuroprotetora
(DENG; LU; TENG, 2013; Ll et al., 2016; PETERS et al., 2012; YU et al., 2012). Além disso, 0
CA ¢ capaz de modular sistemas de neurotransmissdo no SNC, incluindo o sistema
dopaminérgico (ZOTTl et al., 2013).

Neste contexto, o0 CA pode ser considerado um composto com potencial farmacolédgico
promissor sobre 0 SNC, e que presumivelmente poderia apresentar um efeito protetor contra as
alteracoes fisiopatoldgicas da DP.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Doenga de Parkinson

A Doenca de Parkinson (DP) foi descrita como uma sindrome neuroldgica em 1817 pelo
médico inglés James Parkinson, em sua obra intitulada Essay on the Shaking Palsy, na qual foi
nomeada como Paralisia Agitante (GOETZ, 2011). No entanto, relatos médicos indianos
datados de 600 anos a.C. descrevem uma sindrome com sintomas semelhantes a DP, sugerindo
que a DP ja existia muitos anos antes de sua descri¢cdo por James Parkinson (OVALLATH;
DEEPA, 2013). Aproximadamente seis décadas depois da publicacdo da obra de James
Parkinson, o neurologista francés Jean-Martin Charcot descreveu mais precisamente os sintomas
da DP e sugeriu o termo Doenca de Parkinson, rejeitando a designagdo inicial de paralisia
agitante. Seus estudos contribuiram para diferenciar a DP de outras doencas também
caracterizadas por tremor, especialmente da esclerose multipla (DONALDSON, 2015; GOETZ,
2011).

A DP é a uma doenca cronica progressiva altamente prevalente, sendo considerada a
segunda doenca neurodegenerativa mais comum, apds a Doenca de Alzheimer. Sua prevaléncia é
ligeiramente maior em homens do que em mulheres e a incidéncia aumenta com a idade (LAU,;
BRETELER, 2006; PRINGSHEIM et al., 2014; WIRDEFELDT et al., 2011).

Estima-se que mais de 10 milhdes de pessoas sdo acometidas pela DP em todo o mundo.
Na América do Sul, a prevaléncia da DP é de apoximadamente 600 casos por 100.000 pessoas
em individuos com idade entre 60 e 69 anos (PRINGSHEIM et al., 2014). No Brasil, ndo existem
dados oficiais do nimero de inviduos com DP, porém estima-se que aproximadamente 200 mil
individuos sdo acometidos pela DP e mais de 30 mil novos casos surgem por ano no pais
(SOUZA et al., 2011).

A DP ¢é considerada uma doenca de alto custo econémico, uma vez que gera gastos
diretos (tratamento medicamentoso, servicos de saude, exames diagndsticos) e indiretos (redugéo
de produtividade). Geralmente, a utilizacdo de servigos de salde e 0s custos com pacientes com
DP séo significativamente mais altos comparados aos da populagdo controle. Os custos
econdmicos relacionados a DP séo dependentes da acessibilidade aos servigos de salde e aos

medicamentos, o que é variavel em diferentes regides do mundo. Nos Estados Unidos da
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América, combinados os custos diretos e indiretos da DP, estima-se que sdo gastos
aproximadamente 22.000 délares por ano com cada paciente acometido pela DP. Desta forma, a
DP pode ser considerada um problema de cardter econémico mundial, uma vez que sua
prevaléncia tem aumentado ao longo dos Ultimos anos e os gastos decorrentes disto geram
problemas para os pacientes, suas familias e para a sociedade (BRIEN et al., 2009;WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2006).

2.2 Caracteristicas Clinicas da Doenca de Parkinson

Clinicamente, qualquer doenca que inclui deficiéncia de DA estriatal ou dano direto
sobre o estriado pode levar a um quadro chamado de parkinsonismo, caracterizado por tremor de
repouso, rigidez, lentiddo ou auséncia de movimento voluntério, instabilidade postural e
freezing. A DP € o tipo mais comum de parkinsonismo, atingindo aproximadamente 80% dos
casos (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

Apesar da procura incessante, ndo existe um biomarcador até 0 momento que possa ser
utilizado como diagndéstico validado para a DP. Desta forma, o diagndstico da DP ainda €
baseado nas caracteristicas clinicas e historico do paciente, bem como na resposta dos sintomas a
agentes dopaminérgicos (RIZEK; KUMAR; JOG, 2016). Os sintomas motores cardinais da DP
considerados para seu diagndstico incluem tremor de repouso, bradicinesia, rigidez e
instabilidade postural. Para um diagndstico conclusivo € necessaria uma autopsia para a
confirmacdo da doenca (KALIA; LANG; SHULMAN, 2015; MILLER; O’CALLAGHAN,
2015) .

Um crescente nimero de evidéncias tem sugerido que sintomas ndo-motores, incluindo
disturbios olfatérios, desordens do sono, dor, ansiedade, depressdo, déficits cognitivos e
disfuncdo autondmica, estdo presentes em pacientes com DP e podem preceder os sintomas
motores em alguns anos (DEXTER; JENNER, 2013; PARKER et al., 2013). Portanto, a
investigacao de sintomas ndo-motores tem ganhado suporte, nos ultimos anos, com o objetivo de
possibilitar um diagndstico precoce da DP (OBESO et al., 2010).

Os sintomas da DP tornam-se altamente incapacitantes com a evolugdo da doenca.
Pacientes com DP tendem a apresentar perda da funcionalidade e autonomia para exercer suas

atividades da vida diéria, levando-os a se tornarem dependentes de familiares e/ou cuidadores, o
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que leva a uma reducdo da sua qualidade de vida (FILIPPIN et al., 2014; TAKAHASHI et al.,
2016).

2.3 Fisiopatologia da Doenga de Parkinson

A etiologia da DP ainda permanece desconhecida, porém é considerada um processo
complexo que envolve varios mecanismos, tais como disfungdo mitocondrial, estresse oxidativo,
fatores genéticos, exposicdo a toxinas ambientais e  processo inflamatério, porém o
envelhecimento € considerado o principal fator de risco para a DP (DEXTER; JENNER, 2013;
RIZEK; KUMAR; JOG, 2016; SCHAPIRA; JENNER, 2011).

Multiplas mutacGes genéticas tém sido associadas a DP, incluindo mutacgdes dos genes da
a-sinucleina (SNCA), parkina (PARK2, PARKY) e Quinase 2 repetida rica em leucina (LRRK?2).
A exposicdo a toxinas ambientais, tais como 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP) e
rotenona, também tem sido relacionada ao desenvolvimento dos sintomas da DP. No entanto,
mutacOes genéticas e exposicdo a toxinas ambientais sdo responsaveis por menos de 10% de
todos os casos de DP, sendo a maioria dos casos de etiologia desconhecida
(GOPALAKRISHNA; ALEXANDER, 2015).

A DP é caracterizada histopatologicamente pela degeneracdo de neurdnios pigmentados
dopaminérgicos da Substancia Negra parte compacta (SNpc) e consequente reducdo dos niveis
de dopamina no estriado (nucleo caudado e putamen). Também sdo observadas inclusdes intra-
citoplasmaticas denominadas Corpos de Lewy, compostos principalmente por a-sinucleina e
ubiquitina (Figura 1), nos neurbnios remanescentes. No entanto, estudos imunohistoquimicos
tém demonstrado que os Corpos de Lewy conttm mais de 90 moléculas (MILLER;
O’CALLAGHAN, 2015; WAKABAYASHI et al., 2013).
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Figura 1. Representacdo esquematica da neuropatologia da Doenca de Parkinson (DP). Via
nigroestriatal em condi¢cdo normal (A) e na DP (B). Em (C), marcacdo imunohistoquimica
demonstrando corpos de Lewy, contendo alfa sinucleina e ubiquitina, em neurdnios
dopaminérgicos da SNpc.

Fonte: Adaptada de Dauer e Przedborski (2003).

O estriado integra projecfes do cortex e do tdlamo e promove uma selecdo de agBes, 0
que permite a execucdo de movimentos de forma adequada. Na DP, a disfuncdo estriatal
resultante da degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos da SNpc causa um desequilibrio nas
vias excitatorias e inibitorias do movimento, levando ao desenvolvimentos dos sintomas motores
relacionados a doenga (CALABRESI et al., 2014).

A maioria dos neur6nios estriatais consiste em neur6nios espinhosos médios (MSNS), 0s
quais sdo gabaérgicos e podem ser classificados em dois subtipos, estriado-nigrais com base em
suas projecdes axonais para a Substancia Negra parte reticulata (SNpr) e Globo Palido interno
(GPi) através da via direta (estriatonigral) ou estriado-palidais com projecGes para o Globo
Palido externo (GPe) através da via indireta (via estriado- palidal) (KREITZER, 2009).

MSNSs da via direta liberam acido gama-aminobutirico (GABA) e inibem 0s neurbnios
gabaérgicos da SNpr e GPi, os quais deixam de inibir os neurbnios glutamatérgicos do talamo.
Uma vez desinibido, o tdlamo envia projecdes excitatorias para o cortex e libera 0 movimento.
Em contraste, a ativagdo do MSNs da via indireta resulta em uma inibicdo do movimento. Estes
neurdnios inibem os neurdnios gabaérgicos do GPe, os quais deixam de inibir os neurbnios

glutamatérgicos do nicleo subtalamico (NST), os quais por sua vez excitam 0S neurdnios
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gabaérgicos da SNpr e do GPi que causam a inibi¢cdo dos neurdnios glutamatérgicos do talamo,
resultando em uma reducédo da transmissao talamo-cortical (CALABRESI et al., 2014).

MSNs da via direta expressam altos niveis de receptores dopaminérgicos tipo D1 e
receptores muscarinicos M4, e co-expressam dinorfina e substancia P. Em contraste, 0s MSNs da
via indireta expressam altos niveis de receptores dopaminérgicos tipo D2 e receptores de
adenosina A, e co-expressam encefalina (KREITZER, 2009; OBESO et al., 2008). Os
receptores dopaminérgicos D1 e D2 sdo receptores metabotrépicos e estdo ligados a diferentes
vias de sinalizacdo intracelular (diferentes tipos de proteina G). A dopamina exerce efeitos
distintos sobre estes receptores, ao apresentar efeito excitatorio sobre os receptores D1 na via
direta e efeito inibitorio sobre os receptores D2 na via indireta (Figura 2A). Desta forma, em
condigdes fisiologicas, os efeitos da dopamina no sistema nigroestriatal resulta em uma
facilitacdo da via talamocortical e consequente liberagcio do movimento (GALVAN;
DEVERGNAS; WICHMANN, 2015).

Os resultados do estudo de Kravitz et al. (2010) demonstraram a importancia das
influéncias opostas da dopamina nas vias direta e indireta sobre a atividade locomotora, bem
como suportaram a principal hipdtese da fisiopatologia dos sintomas motores da DP. Neste
estudo, camundongos expressando Cre nos MSNs da via direta e indireta receberam uma injecao
de Canal-rodopsina-2 (ChR2) no estriado dorsomedial e foram submetidos a estimulacdo
optogenética e avaliagdo da atividade locomotora. A ChR2 é uma proteina que quando
estimulada por luz causa a despolarizagdo da membrana. A estimulacdo bilateral de receptores
D2 da via indireta induziu freezing, bradicinesia e diminuiu a atividade locomotora dos animais,
ao contrario da estimulacdo dos receptores D1 da via direta que produziu uma reducdo do
freezing e aumentou a atividade locomotora dos animais. Além disto, os autores demonstraram
que a estimulacdo bilateral da via direta restaurou os déficits motores causados pela injecao de 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) no feixe prosencefalico medial (MFB- medial forebrain bundle).

Na DP, os neurdnios aferentes dopaminérgicos para o estriado sdo perdidos e o
funcionamento das vias direta e indireta torna-se alterado (Figura 2 B). A deplecdo de dopamina
no estriado causa uma hiperativacdo da via indireta e um hipoativacdo da via direta, 0 que
promove uma hiperestimulacdo do NST e Gpi/SNr e uma inibicdo da via talamo-cortical,

resultando em uma reducéo da atividade lomotora e movimentos (CALABRESI et al., 2014).
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Nos ultimos anos, varios estudos tém demonstrado que outras regides cerebrais, tais
como area tegumentar ventral (VTA- ventral tegumentar area), locus coeruleus e ndcleos da
rafe, também estdo comprometidas em pacientes com DP. Todos estes ndcleos também
degeneram e apresentam corpos de Lewy, sugerindo um processo patogénico similar ao que
ocorre na SNpc. Portanto, outros sistemas de neurotransmissao tais como o noradrenérgico e
serotoninérgico também estdo envolvidos na fisiopatologia da DP e tem sido relacionados ao
sintomas ndo-motores da DP (BRAAK et al., 2004; DEXTER; JENNER, 2013; OBESO et al.,
2010).
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Figura 2. Esquema representativo do efeito da dopamina nas vias direta e indireta. Em condi¢des
fisiologicas (A) e na DP (B). (+) excitacdo, (-) inibicdo. GPe: globo péalido externo; GPi: globo
palido interno; NST: nucleo subtalamico; SNpr: substancia negra parte reticulada; SNpc:
substancia negra parte compacta.

Fonte: Adaptado de Purves et al. (2007).
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2.4 Estresse Oxidativo e Doenca de Parkinson

O estresse oxidativo pode ser definido como um desequilibrio entre agentes oxidantes e
antioxidantes em favor dos oxidantes, levando a uma interrupcéo da sinalizacdo redox celular e
consequentemente, dano celular (BISWAS, 2016). O estresse oxidativo é caracterizado pela
presenca de radicais livres, os quais sdo moléculas que apresentam um ou mais elétrons
desemparelhados centrados nos atomos de oxigénio ou nitrogénio, sendo denominados espécies
reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNSs), respectivamente. Os
radicais livres podem reagir com substratos bioldgicos e causar danos a organelas e
macromoléculas e, consequentemente, promover dano a saude do organismo (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006).

Os neurbnios dopaminérgicos sdo particularmente susceptiveis ao estresse oxidativo, pois
ERO sdo geradas durante o metabolismo da dopamina. Além disso, neurdnios dopaminérgicos da
substancia nigra contém ferro (Fe?*), o qual reage com perdxido de hidrogénio através da reacéo
de Fenton, e produz o radical hidroxila (HO*). O HO- € o radical mais deletério ao organismo,
pois apresenta uma meia-vida curta e dificilmente é sequestrado in vivo pelas enzimas
antioxidantes (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; HWANG, 2013; UTTARA et al., 2009).

Na DP, a degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos leva a um aumento do metabolismo
da dopamina pelos neur6nios remanescentes e uma producdo excessiva de ERO, resultando em
aumento do estresse oxidativo (BLESA et al., 2015; SPINA; COHEN, 1989). Em casos
idiopaticos e genéticos de DP, o estresse oxidativo exerce uma funcéo critica na fisiopatologia da
doenca, e tem sido implicado como um mecanismo que leva a disfuncdo celular e eventual
morte neuronal (BLESA et al., 2015).

Anélises pos-mortem mostram deplecdo dos niveis de enzimas antioxidantes e aumento
do estresse oxidativo na substancia negra de pacientes com DP (HWANG, 2013; SOFIC et al.,
1992). Niveis de superoxido dismutase foram significativamente menores em pacientes com DP
sob tatamento com L-dopa quando comparados aos individuos controle (CRACIUN; DRONCA;
LEACH, 2016). Um recente estudo demonstrou que os niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS), um marcador de estresse oxidativo, foram significativemente maiores
no plasma de individuos com DP comparados aos individuos controles, enquanto marcadores

antioxidantes, incluindo vitamina C, FRAP (ferric-reducing ability of plasma) e NSPG (non-
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protein thiols), foram significativamente menores nos individuos com DP (MEDEIROS et al.,
2016).

Evidéncias provenientes de modelos farmacologicos de DP induzidos pela 6-OHDA
(BALUCHNEJADMOJARAD; HASSANSHAHI; ROGHANI, 2014; CHATTOPADHYAYA et
al., 2015) e pela RES (ABILIO et al., 2003; BURGER et al., 2003; FERNANDES et al., 2012)
também indicam que o estresse oxidativo € um dos mecanismos responsaveis pela disfuncéo e
degeneracéo de neurdnios do sistema nigroestriatal (BLESA et al., 2015; JANDA et al., 2012).

Sendo assim, agentes antioxidantes representam uma estratégia terapéutica atrativa para a
prevencdo ou tratamento da neurodegeneracdo observada na DP (KOPPULA et al., 2012;
PEREZ-HERNANDEZ et al., 2016; SHAHPIRI et al., 2016).

2.5 Inflamagéo e Doenga de Parkinson

Evidéncias crescentes indicam que a neuroinflamacdo exerce um funcgdo critica na
patogénese da DP (WANG; LIU; ZHOU, 2015; ALCALY, 2016). A neuroinflamacdo consiste
numa integracdo complexa de respostas de todas as células imunes presentes no SNC, incluindo
microglia, astrécitos e linfocitos-T infiltradas (LE; WU; TANG, 2016).

McGeer et al. (1988) mostraram a presenca de microglia reativa na SNpc de pacientes
com DP. A microglia reativa foi observada préxima a neurdnios dopaminérgicos contendo
melanina e foi associada com a neurodegeneracdo destes neurdnios. Imamura et al. (2003)
demonstraram microglia reativa na SNpc e putamen de pacientes com DP, além de marcacgdo
positiva para as citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-6 no putamen, sugerindo que a
neuroinflamacéo esta associada com o dano neuronal presente na DP. Esta hipdtese é suportada
pelos resultados de um estudo in vivo que utilizou tomografia por emissdo de pdsitrons em
pacientes com DP e demonstrou um aumento na ativagcdo microglial nos estagios iniciais da DP
(pacientes em estégios | e 1l da DP). Esta ativacdo microglial foi correlacionada negativamente
com a densidade dopaminergica no putamen e positivamente ao comprometimento motor de
pacientes com DP (OUCHI et al., 2005).

Resultados de estudos com modelos animais da DP também tém demonstrado ativacdo da
microglia e seu envolvimento com a neurodegeneracgdo apés a injecdo de neurotoxinas, tais como
MPTP e 6-OHDA (JOERS et al., 2016). A injecdo intraestriatal de 6-OHDA induziu um
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aumento significativo dos niveis de N-acetilglucosaminidase (NAG), um marcador de ativacdo
microglial, na SN e estriado de ratos apds uma semana da leséo (SILVA et al., 2016).

Os astrocitos também exercem fungdes importantes no processo inflamatério da DP. Uma
astrogliose reativa pode ser observada em tecidos post-mortem de pacientes com DP e em
modelos animais da DP (RAPPOLD; TIEU, 2010; WANG,; LIU; ZHOU, 2015). Os astrocitos
sdo capazes de liberar citocinas pré-inflamatorias sob condicGes patologicas, e podem ser
ativados por citocinas tais como TNF-a e IL-B liberadas pela microglia, levando a produgio de
EROS (RAPPOLD; TIEU, 2010). Desta forma, os astrocitos podem atuar sinergicamente com a
microglia e amplificar a resposta imune, aumentando a producdo de fatores neurotoxicos e
induzindo a morte de neurdnios dopaminérgicos (SAIJO et al., 2009).

Um recente estudo demonstrou que a concentragédo de citocinas, incluindo interleucina 6
(IL-6), fator de necrose tumoral (TNF), IL-1f, IL-10 e IL-2, foi significativamente mais elevada
no plasma de pacientes com DP comparados com os individuos controle (QIN et al, 2016).
Estudos utilizando modelos animais da DP também demonstraram aumento dos niveis de
citocinas pré-inflamatdrias nos animais tratados com neurotoxinas (MACHADO-FILHO et al.,
2014; HAAS et al., 2016)

Considerando o processo inflamatério como um dos mecanismos que induzem a
neurodegeneracdo na DP, farmacos anti-inflamatérios tém sido considerados para o tratamento
de pacientes com DP (ROCHA; DE MIRANDA; TEIXEIRA, 2015).

2.6 Tratamento Farmacoldgico da Doenca de Parkinson

O tratamento da DP tem sido inteiramente sintomético, baseado em estratégias que visam
restaurar ou aumentar os niveis de dopamina, principalmente através da administracdo da L-
DOPA, um precursor deste neurotransmissor. A maioria dos pacientes com DP respondem bem a
L-DOPA. Contudo, 40% a 50% dos pacientes desenvolvem flutuagcbes motoras e discinesias
dentro de 5 anos de tratamento crénico e 70% a 80% dos pacientes apresentam complicacdes
motoras ap6s 10 anos de tratamento (RIZEK; KUMAR; JOG, 2016).

A dopamina produzida a partir da L-DOPA pode ser metabolizada em espécies reativas
de oxigénio, produzindo estresse oxidativo. Desta forma, estudos tem sugerido que o uso

prolongado de L-DOPA pode causar uma toxicidade aos neurénios dopaminérgicos e acelerar o
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processo de neurodegeneracdo, além de causar efeitos colaterais (OLANOW, 2015; STAYTE;
VISSEL, 2014).

Outros farmacos também sdo utilizados como coadjuvantes da L-DOPA. Destacam-se 0s
agonistas dopaminérgicos, inibidores das enzimas monoamina oxidase (MAOQ) e catecol o-metil
transferase (COMT), agentes anticolinérgicos, antagonistas do receptor A;a de adenosina e
antagonistas glutamatérgicos. Todas estas drogas apresentam efeito sobre os sintomas motores,
porém demonstram pouco ou nenhum efeito sobre os sintomas ndo-motores da DP, além de nédo
serem capazes de retardar a progressdo da doenca (DEXTER; JENNER, 2013; FAHN, 2015;
STAYTE; VISSEL, 2014).

Os tratamentos disponiveis ndo possuem efeito neuroprotetor comprovado, por isso, ao
longo dos dltimos anos, estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de identificar novas
drogas com atividade neuroprotetora capazes de prevenir ou retardar a progressdao da DP
(STAYTE; VISSEL, 2014).

2.7 Modelos Animais da Doenga de Parkinson

Muito do conhecimento sobre a fisiopatologia e tratamento da DP é derivado de estudos
realizados com animais submetidos a diferentes modelos experimentais, destacando a
importancia destes modelos para a investigacdo dos mecanismos fisiopatélogicos da DP e para o
estudo de novas intervencdes terapéuticas para esta doenca (DUTY; JENNER, 2011; STAYTE;
VISSEL, 2014).

Ao longo das ultimas décadas, varios modelos animais da DP tém sido desenvolvidos.
Tipicamente, eles sdo classificados em dois grupos: modelos toxicos e modelos genéticos, e
algumas vezes, ambos podem ser combinados. Os modelos tdxicos sdo induzidos através do uso
de neurotoxinas sintéticas ou ambientais, enquanto que o0s modelos genéticos utilizam a
expressao in vivo de mutagdes relacionadas a DP (BLESA et al., 2012).

Os modelos animais de DP induzidos por farmacos, tais como MPTP, 6-OHDA,
reserpina e rotenona, sao capazes de reproduzir algumas alteracdes na sinalizacéo das vias direta
e indireta dos nucleos da base, resultando em caracteristicas fisiopatoldgicas e sintomaticas
similares aquelas observadas em pacientes com DP (BLESA et al., 2012; PROU;
PRZEDBORSKI, 2005). No entanto, nenhum dos modelos de DP, atualmente disponiveis,
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reproduz todas as caracteristicas da DP nos humanos, uma vez que, normalmente, alguma
caracteristica fisiopatoldgica e/ou comportamental da doenca estd ausente (BLESA;
PRZEDBORSKI, 2014).

Apesar das limitagBes, os modelos toxicos de DP sdo uma alternativa acessivel e tem
contribuido de forma significativa para a expansdo do conhecimento sobre a etiologia,
fisiopatologia e potenciais alvos terapéuticos da DP (DUTY; JENNER, 2011; JAGMAG et al.,
2016; LEAO et al., 2015).

2.7.1 Modelo da Doenca de Parkinson induzido pela Reserpina (RES)

O modelo da DP induzido pela RES foi um dos primeiros modelos empregados na
pesquisa experimental da DP e foi essencial para a descoberta da eficacia da L-DOPA no
tratamento desta doenca (DUTY; JENNER, 2011). Na década de 50, Carlsson et al. descobriram
gue a RES era capaz de induzir um comportamento acinético em coelhos e deplecédo dos niveis
de dopamina no cérebro dos animais e que o tratamento com L-DOPA revertia o efeito
neuroléptico da RES nos animais. Estes achados contribuiram para estabelecer a relacdo entre a
dopamina e os distdrbios motores, bem como incentivaram o desenvolvimento de modelos
animais de DP induzidos pela RES (FAHN, 2015; LEAO et al., 2015).

A RES ¢é um alcal6ide encontrado em plantas do género Rauwolfia (R.), incluindo R.
serpentina, R. vomitoria e R. micranta (LEYDEN; POMERANTZ; BOUCHARD, 1956). A RES
foi inicialmente utilizada como droga para tratar a hipertensdo arterial, porém seu uso pode
produzir efeitos colaterais, incluindo sintomas parkinsonianos (MAY; VOEGELE, 1956).

A RES inibe de forma irreversivel os transportadores vesiculares de monoamina
(monoamine vesicular transporter : VMAT-1 e 2), impedindo o transporte das monoaminas para
o interior das vesiculas sinépticas, o que reduz a concentracdo e estoque de neurotransmissores
nas vesiculas, resultando em uma diminuicdo dos niveis de monoaminas na fenda sinéptica,
(BERTLER, 1961; LEAO et al., 2015), como pode ser observado na Figura 3.



33

Neuronio Dopaminérgico  Neurénio Noradrenérgico Neurdnio Serotoninérgico

MPTP @
Reserpine ©
Pesticide @

MPP+ @

6-OHDA ® ‘ GoD

Figura 3. Esquema representativo dos mecanismos de acdo das principais toxinas nos neurénios
do SNC usadas para induzir modelos animais de DP. A RES atua em neurbnios dopaminérgicos,
serotoninérgicos e noradrenérgicos, bloqueando o VMAT e reduzindo os niveis de monoaminas
na fenda sinéptica.

Fonte: Adaptado de Leal et al (2016).

A deplegdo de monoaminas em ratos tratados com RES estéa associado com o aumento do
estresse oxidativo e dano neuronal nos neurénios dopaminérgicos (FERNANDES e al., 2012;
LEAO et al., 2015). O bloqueio do VMAT pela RES produz um actimulo de dopamina no citosol
do terminal pré-sinaptico, induzindo um aumento do seu metabolismo pela MAO, o que leva a
formacdo de espécies reativas de oxigénio e consequente estresse oxidativo e peroxidagdo
lipidica (LEAO et al., 2015; SPINA; COHEN, 1989).

O estresse oxidativo associado a deplecdo de monoaminas na fenda sinaptica resultante
da administracdo de RES induz alteracbes comportamentais e neuroquimicas em humanos
(MAY; VOEGELE, 1956) e em roedores (COLPAERT, 1987; FERNANDES et al., 2012;
SANTOS et al., 2013), similares aquelas observadas em pacientes com DP.

Desde sua a descoberta do efeito da RES sobre o SNC, diferentes protocolos de
administracdo e regimes de tratamentos em modelos animais, utilizando a RES, tém sido
desenvolvidos com o objetivo de esclarecer os mecanismos envolvidos nas alteraces observadas
nos animais tratados com essa droga. Em ratos, a RES induz alteracbes motoras tais como
catalepsia, hipocinesia, rigidez muscular, tremor, discinesia oral e postura em flexdo
(COLPAERT, 1987; FERNANDES et al., 2012; GOLDSTEIN; BARNETT; MALICK, 1975;
PERES et al, 2016; SANTOS et al., 2013). Drogas atualmente utilizadas na clinica para o
tratamento dos sintomas motores da DP, incluindo L-DOPA, amantadina, escopolamina e
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apomorfina, sdo capazes de reverter as alteracbes motoras induzidas pela RES em ratos
(GOLDSTEIN; BARNETT; MALICK, 1975; LEAO et al., 2015). A administragio de L-DOPA
combinada com a carbidopa, tratamento primério para pacientes com DP, é capaz de bloquear o
tremor, a rigidez e hipocinesia induzidos pela RES em ratos (COLPAERT, 1987).

Estudos prévios de Fernandes et al. (2012) e Santos et al. (2013), demonstraram que a
administracdo repetida de uma dose baixa (0,1 mg/kg) de RES é capaz de induzir um
comprometimento motor gradual em ratos, mimetizando a natureza progressiva da DP e
funcionando como um modelo animal progressivo da DP. Além do comprometimento motor, a
administracdo de RES também promove aumento da peroxidacéo lipidica no estriado e reducao
dos niveis de tirosina hidroxilase (TH) na SNpc e no estriado, principais areas cerebrais
envolvidas na fisiopatologia dos sintomas motores da DP. O modelo de DP induzido pela
administragdo repetida de uma dose baixa de RES tem sido utilizado para identificar possiveis
intervencdes neuroprotetoras para a prevencao ou tratamento da DP (SARMENTO SILVA et al.,
2015; LINS et al., 2017, no prelo).

Desta forma, os modelos da DP induzidos pela RES consistem em um meio Util e
acessivel para aprofundar o conhecimento sobre a DP, além de serem de facil aplicagdo e baixo
custo (LEAO et al., 2015).

2.7.2 Modelo da Doenca de Parkinson induzido pela 6-OHDA

A 6-OHDA é um metabolito da dopamina que foi descoberto por Senoh et al. em 1959,
enquanto eles estudavam as conversfes enzimaticas da dopamina em noradrenalina utilizando
homogeinezados de tecidos de ratos. Entretanto, o primeiro relato dos efeitos bioldgicos da 6-
OHDA foi descrito por Porter et al. em 1963, quando eles demontraram que a 6-OHDA foi
capaz de produzir uma significativa e duradoura deplecdo de NE em coragdes de camundongos e
cachorros (KOSTRZEWA; JACOBOWITZ, 1974).

Em 1968, Ungerstedt mostrou que a injecdo de 6-OHDA na SNpc e no estriado dorsal foi
capaz de destruir neurdnios catecolaminérgicos e causar uma deplecdo de DA no sistema
nigroestriatal, a qual foi associada com uma assimetria motora. Os resultados deste estudo
contribuiram para o desenvolvimento do primeiro modelo animal de DP induzido por toxina
(UNGERSTEDT, 1968).
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A 6-OHDA é uma neurotoxina que compartilha similaridades estruturais com a dopamina
e noradrenalina, exibindo uma alta afinidade pelos seus transportadores (dopamine transporter-
DAT e noradrenaline transporter -NAT), respectivamente. Consequentemente, a 6-OHDA pode
entrar nos neurdnios dopaminérgicos e noradrenérgicos e causar disfuncdo dos mesmos, levando
a morte neuronal (KOSTRZEWA; JACOBOWITZ, 1974; PROU; PRZEDBORSKI, 2005).

O dano neuronal induzido pela 6-OHDA ¢ principalmente associado ao estresse oxidativo
causado pela toxina (Figura 4). Uma vez dentro do neurénio, a 6-OHDA acumula-se no citosol e
promove a formacdo de espécies reativas de oxigénio, principalmente peroxido de oxigénio,
causando citotoxicidade e consequente morte neuronal. A 6-OHDA também pode se acumular
dentro das mitocondrias e bloquear o complexo | da cadeia respiratoria, interrompendo a
transferéncia de elétrons, levando a subsequente inibicdo respiratéria e intensificacdo do estresse
oxidativo (BLANDINI; ARMENTERO; MARTIGNONI, 2008).

nucleus

proteins

mltochondna
ROS, H o o,

complex |
MAO-A
quinones
autoxidation
/ NAT

6- OHDA

Figura 4. Mecanismos envolvidos na neurotoxicidade induzida pela 6-OHDA. Apoés ser captada
do espagco extracelular pelo DAT ou NAT, a 6-OHDA ¢ estocada nos neurdnios
catecolaminérgicos. Dentro dos neurénios, a 6-OHDA é degradada pela MAO-A e sofre um
processo de autooxidacgdo, produzindo varias espécies citotoxicas, que comprometem a funcao
celular e produzem dano neuronal. Além disso, a 6-OHDA também induz neurotoxicidade por
comprometer a atividade do complexo | da cadeia respiratdria mitocondrial. Em experimentos
animais, 6-OHDA ¢ usualmente administrada em associagdo com um bloqueador do NAT,
geralmente a desipramia (DMI).

Fonte: Simola et al. (2007).
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Injecdes de 6-OHDA também sdo capazes de induzir um processo inflamatorio no local
da lesdo, o qual é caracterizado pelo aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatorias, incluindo
TNF-a e IL-B (HAAS et al., 2016; MACHADO-FILHO et al., 2014), aumento da expressao da
enzima ciclooxigenase-2 (COX-2), bem como aumento de marcadores de apoptose como a
caspase-3 (HERNANDEZ-BALTAZAR; MENDOZA-GARRIDO; MARTINEZ-FONG, 2013).

A 6-OHDA ¢ incapaz de atravessar a barreira hematoencefalica, portanto, é
classicamente injetada diretamente dentro da SNpc, MFB ou estriado. A inje¢cdo de 6-OHDA ¢
geralmente realizada unilateralmente, com o hemisfério contralateral servindo como controle.
Normalmente, injecdes bilaterais de 6-OHDA sdo evitadas devido a alta taxa de mortalidade
associada a significativa afagia e adipsia dos animais operados (BLANDINI; ARMENTERO;
MARTIGNONI, 2008; JAGMAG et al., 2016).

Ao longo dos ultimos anos, a 6-OHDA ¢é umas das neurotoxinas mais utilizadas para
modelar a DP em animais de experimentacdo. A versatilidade é uma caracteristica tipica do
modelo induzido pela 6-OHDA. Lesdes parcial ou completa do sistema nigroestriatal,
desenvolvidas com diferentes perfis temporais, podem ser obtidas e exploradas para diferentes
objetivos, incluindo a investigacdo de mecanismos patogénicos e fisiopatolégicos da DP, bem
como para a investigacdo de novas abordagens terapéuticas (BLANDINI; ARMENTERO;
MARTIGNONI, 2008).

O modelo animal de DP induzido pela injecdo unilateral de 6-OHDA no MFB tem
contribuido de forma substancial para a pesquisa pré-clinica da DP. O MFB é formado por
axonios provenientes de neurdnios localizados na SNpc que terminam no estriado dorsal, bem
como por axénios provenientes da VTA que se projetam para o nicleo accumbens. Assim, a
injecdo de 6-OHDA dentro do MFB causa lesdo destas duas vias, promovendo um desequilibrio
nestes sistemas dopaminérgicos, o que resulta em alteracdes motoras e deplecdo dos niveis de
dopamina nas areas relacionadas (DEUMENS; BLOKLAND; PRICKAERTS, 2002; SIMOLA,;
MORELLI; CARTA, 2007).

A lesdo unilateral do MFB induzida pela 6-OHDA causa assimetria no comportamento
motor de roedores. Uma reducdo do uso da pata anterior contralateral a lesdo pode ser observada
em camundongos trés semanas apos a injecdo de 6-OHDA no MFB (BOIX; PADEL; PAUL,
2015). Ratos tendem a apresentar rotacGes espontaneas ipsilaterais ao lado da leséo, trés semanas

apos a injecdo de 6-OHDA no MFB, as quais aumentam ap6s a administracdo de anfetamina, um
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agonista dopaminérgico indireto (DE JESUS-CORTES et al., 2015). Um comportamento
rotacional contralateral ao lado da lesdo também pode ser observado apos a administracdo de
apomorfina, um agonista dopaminérgico direto. O comportamental rotacional tende a se
intensificar em fungdo do tempo e esta correlacionado com o nivel de desnervacdo
dopaminérgica nigroestriatal (BOIX; PADEL; PAUL, 2015; YUAN et al., 2005).

Uma degeneracdo quase completa do estriado dorsal foi observada trés semanas apos a
injecdo de 6-OHDA no MFB em ratos, enquanto que a degeneracdo da SNpc foi mais gradual,
atingindo > 90% somente cinco semanas apds a lesdo, sugerindo uma degeneracdo retrograda
presente nos estagios inicias da DP (SARRE et al., 2004). No entanto, a injecdo de 6-OHDA no
MFB também pode causar uma degeneracdo quase completa dos neurénios da SNpc. Dados de
imunohistoquimica para TH, indicam que 99% de degeneracdo nigral pode ser observada apds
cinco semanas da lesdo, mimetizando a neurodegeneracdo observada nos estagios avancados da
DP (DEUMENS; BLOKLAND; PRICKAERTS, 2002).

Além de reproduzir algumas alterac@es fisiopatoldgicas da DP, o0 modelo de DP induzido
pela injecdo unilateral de 6-OHDA no MFB também tem sido utilizado para investigar possiveis
estratégias neuroprotetoras para DP, demonstrando ser um modelo Util para a pesquisa pré-
clinica da DP (DE JESUS-CORTES et al., 2015; SIMOLA; MORELLI; CARTA, 2007).

2.8 Carvacrol

O Carvacrol ( CA; 2-Methyl-5-1-methylethyl; C10 H140) é um monoterpeno fendlico
(Figura 3) com peso molecular 150, 21 g/mol, presente em Oleos essenciais de plantas
pertencentes a familia Lamiaceae, incluindo os géneros Origanum, Thymbra, Thymus, Satureja,
Coridothymus, sendo o constituinte majoritario dos 6leos essenciais do orégano (BASER, 2008;
DE VINCENZI et al., 2004). O CA apresenta-se em forma liquida, possui um odor aromatico e
tem sido amplamente utilizado como conservante na industria de alimentos e cosméticos (DE
VINCENZI et al., 2004; SUNTRES; COCCIMIGLIO; ALIPOUR, 2015). O CA ¢ considerado
relativamente seguro para consumo humano (DE VINCENZI et al., 2004; SUNTRES;
COCCIMIGLIO; ALIPOUR, 2015).
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Figura 5. Estrutura quimica do Carvacrol.
Fonte: De Vincenzi et al., 2004

Nos ultimos anos, varios estudos tém demonstrado que o CA apresenta uma variedade de
atividades bioldgicas e farmacoldgicas, tais como atividade antifingica, antibacteriana, acaricida,
inseticida, antiplaquetaria, antitumoral, antinflamatéria e antioxidante (BASER, 2008;
GUIMARAES et al., 2010; KARA et al., 2014; SUNTRES; COCCIMIGLIO; ALIPOUR, 2015)

Um consideravel nimero de estudos pré-clinicos tem providenciado evidéncias que o CA
apresenta varias atividades farmacoldgicas sobre o SNC, incluindo atividade antinociceptiva
(CAVALCANTE MELO et al., 2012; GUIMARAES et al., 2014), anticonvulsivante
(QUINTANS-JUNIOR et al., 2010), ansiolitica (MELO et al., 2010), antidepressiva (MELO et
al.,, 2011), antiinflamatéria (LI et al., 2016), antioxidante (BALUCHNEJADMOJARAD;
HASSANSHAHI; ROGHANI, 2014; SAMARGHANDIAN et al., 2016) e neuroprotetora
(BALUCHNEJADMOJARAD; HASSANSHAHI; ROGHANI, 2014; DENG; LU; TENG, 2013;
PETERS etal., 2012; YU et al., 2012).

Evidéncias que o CA possui efeito neuroprotetor foram demonstradas em um modelo de
isquemia/reperfusdo cerebral em camundongos. A administracdo intraperitoneal de CA na dose
de 50 mg/kg reduziu significativamente o volume de infarto e melhorou os déficits neurolégicos
dos animais, além disso, reduziu os niveis de caspase-3, um marcador de apoptose, sugerindo um
efeito antiapoptotico (YU et al., 2012). Um outro estudo demonstrou um efeito neuroprotetor do
CA em ratos submetidos a um modelo de isquemia/reperfusdo da artéria cerebral média. O CA
preveniu 0 aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-1p) e atividade da
enzima mioleperoxidase, bem como inibiu a expressdo das enzimas Oxido nitrico sintetase
induzivel (iNOS), ciclooxigenase-2 (COX-2) e fator nuclear-kB (NF-kB) no tecido cortical

isquémico. Além disso, o tratamento com CA aumentou a atividade da enzima antioxidante
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superdxido dismutase e reduziu os niveis de malonialdeido no tecido isquémico, indicando um
efeito anti-inflamatdrio e antioxidante (LI et al., 2016).

O tratamento cronico, por sete semanas, com CA nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg,
preveniu os déficits cognitivos e reduziu o estresse oxidativo no cértex cerebral e hipocampo de
ratos diabéticos. Além disso, reduziu os niveis de TNF-a e IL-1p, bem como atenuou a expressao
da caspase-3 nestas areas cerebrais (DENG; LU; TENG, 2013). A administracdo unica de CA
(73 mg/kg, i.p.) diminuiu os niveis de marcadores de estresse oxidativo e os niveis de TNF-a e
IL-1B em extratos de tecido do nervo ciatico de ratos tratados com metotrexato, sugerindo um
efeito neuroprotetor (CELIK et al., 2013).

O efeito antioxidante do CA foi associado ao seu efeito protetor observado em ratos
submetidos a injecdo intraestriatal de 6-OHDA. Os ratos lesionados com 6-OHDA e tratados
com CA apresentaram uma redugdo do ndmero de rota¢des induzidas pela apomorfina e uma
reducdo dos niveis malondialdeido (marcador de peroxidacéo lipidica) e do conteudo de nitrito
no mesencéfalo, além de uma tendéncia de aumento da atividade da enzima antioxidante
catalase, sugerindo um efeito neuroprotetor (BALUCHNEJADMOJARAD; HASSANSHAHI;
ROGHANI, 2014).

Em um recente estudo, o CA demonstrou efeito antioxidante no cérebro de ratos
submetidos a estresse croénico por contencdo. Os animais submetidos ao estresse e tratados com
CA apresentaram uma reducdo dos niveis de malonialdeido e um aumento dos niveis das
enzimas antioxidantes glutationa peroxidase, glutationa redutase, superéxido dismutase e
catalase, quando comparado aos animais controle (SAMARGHANDIAN et al., 2016).

Devido a seu baixo peso molecular e sua lipofilicidade, o CA € capaz de atravessar a
barreira hematoencefalica e interagir com receptores de membrana no SNC, atuando como
agente modulatorio de alguns sistemas de neurotransmissdo (REINER; LABUCKAS; GARCIA,
2009; ZOTTl et al., 2013).

O CA apresenta efeito modulatério sobre o sistema gabaérgico, especialmente sobre os
receptores GABAA. O efeito ansiolitico do CA em camundongos avaliados no labirinto em cruz
elevado foi revertido pelo flumazenil, um antagonista do sitio dos benzodiazepinicos no receptor
GABAA (MELO et al.,, 2010). Kessler et al. (2014) demonstraram que o CA induziu um
aumento nas correntes de GABA em células transfectadas HEK293 e Gocitos de Xenopus que

expressavam receptores GABAA. Um outro estudo demonstrou atraves do metodo de docking



40

molecular que o CA atua como um ligante do receptor GABAa, apresentando uma maior energia
de interagdo com o receptor que o muscimol, um agonista seletivo deste receptor (GUIMARAES
etal., 2014).

Alguns estudos tém sugerido que o CA é capaz de interagir com o sistema dopaminérgico
no SNC. Melo et al. (2011) demonstraram que o efeito antidepressivo do CA em camundongos
avaliados no teste de nado forcado foi revertido por antagonistas dos receptores dopaminérgicos
D1 e D2, sugerindo que este efeito pode ter sido mediado por uma interacdo do CA com o
sistema dopaminérgico. Um outro estudo demonstrou que a administragdo oral subcrnica de CA
aumentou os niveis de dopamina no hipocampo e cotex pré-frontal de ratos, indicando que o CA
é capaz de modular os niveis de dopamina no SNC (ZOTTI et al., 2013).

Sendo assim, podemos observar que os estudos desenvolvidos com o CA demonstraram
resultados promissores sobre sua eficécia terapéutica em diferentes aspectos e mecanismos.
Assim, o desenvolvimento de estudos sobre a eficacia neuroprotetora do CA em modelos
animais da DP pode contribuir de forma significativa para a producdo de uma nova formulacao

terapéutica para a prevencgédo ou tratamento desta doenca.



41

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar o potencial efeito neuroprotetor do carvacrol (CA) em ratos submetidos a dois

modelos experimentais da Doenca de Parkinson (DP) induzidos por farmacos.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito do tratamento com CA sobre o desenvolvimento das alteracbes motoras
induzidas pela administracao repetida de uma dose baixa de reserpina (RES);

e Avaliar o efeito do tratamento com CA sobre as alteracbes motoras induzidas pela
injecdo unilateral de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) no feixe prosencefalico medial
(MFB);

e Avaliar os efeitos do CA sobre as alteracdes induzidas pela RES ou 6-OHDA nos
neurbnios dopaminérgicos da Substancia Negra parte compacta (SNpc) e fibras
dopaminérgicas do estriado dorsal.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos machos das linhagens Wistar (350- 550 g, com 6 a 7 meses de idade) e
Long-Evans (250-350 g, com 3 a 4 meses de idade). Os animais foram alojados em numero de 4
ou 5 em gaiolas plésticas, sob ventilacdo e temperatura controladas (22 + 2 °C), com ciclo
claro/escuro de 12h/12h e acesso livre & 4gua e comida. Todos os procedimentos experimentais
foram realizados de acordo com protocolo aprovado previamente pelo Comité de Etica e
Pesquisa Animal da Universidade Federal de Sergipe (Protocolo 33/2014) e pelo Comité de
Cuidado e Uso Animal da Universidade de lowa (Protocolo 5031330). Todos os esforgos foram

realizados para minimizar o nimero de animais usados e o seu sofrimento.

4.2 Drogas

Foram utilizados acido acético glacial (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO), Carvacrol (5-
isopropyl-2-methylphenol, >98% de pureza, Sigma Chemical Co. St. Louis, MO), Cloridrato de
bupivacaine (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO), Cloridrato de cetamina (Ketamina®, Agener
Unido e Sigma Chemical Co. St. Louis, MO), Cloridrato de xilazina (Calmiun®, Agener Unido
e Sigma Chemical Co. St. Louis, MO), d-anfetamina (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO),
Reserpina (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO), 6-OHDA (Sigma Chemical Co. St. Louis,
MO) e solucdo salina (NaCl 0, 9%).

Carvacrol (CA) foi emulsificado em Tween 80 a 0,2% e dissolvido em salina nas
concentragdes de 12,5, 25, 50 e 100 mg/ml. O veiculo do CA (VC) consistiu de Tween 80 a
0,2% dissolvido em salina. Reserpina (RES) foi dissolvida em é&cido acético glacial e
posteriormente diluida em &gua destilada na concentracdo de 0,1 mg/ml. O veiculo da RES (VR)
consistiu de éacido acetico dissolvido em agua destilada. A 6-OHDA foi dissolvida na
concentragédo de 1ug/pl em salina estéril contendo 0,01% de acido ascorbico. Os animais SHAM
receberam o veiculo da 6-OHDA (salina estéril contendo 0,01% de acido ascérbico). CA, VC e
6-OHDA e o veiculo da 6-OHDA foram preparados antes da administracdo; e RES e VR foram

preparados a cada 48 horas e estocados a 4°C entre as administragdes.
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4.3 Delineamento Experimental

O presente estudo foi dividido em dois experimentos. O experimento | teve como objetivo
avaliar o efeito do tratamento com CA em ratos submetidos a um modelo progressivo de DP
induzido pela administracdo repetida de uma dose baixa de RES. No experimento Il, o objetivo
foi avaliar o efeito do tratamento com CA no modelo de DP induzido pela injecdo unilateral de
6-OHDA no MFB.

4.3.1 Experimento | — Efeito do CA no modelo da DP induzido pela RES

Antes do inicio dos procedimentos experimentais, todos os animais foram submetidos a um
periodo de manipulacdo diéria por 5 minutos durante cinco dias consecutivos. Ap6s o periodo de
manipulacdo, os animais foram divididos aleatoriamente em seis grupos: Veiculo do Carvacrol +
Veiculo da Reserpina (VC+VR, n = 9); Veiculo do Carvacrol + Reserpina (VC+RES, n = 9);
Carvacrol (12,5 mg/kg) + Veiculo da Reserpina (CA12,5+VR, n= 7); Carvacrol (25 mg/kg) +
Veiculo da Reserpina (CA25+VR, n = 7); Carvacrol (12,5 mg/kg) + Reserpina (CA12,5+RES,
n=7) e Carvacrol (25 mg/kg) + Reserpina (CA25+RES, n=7). CA e VC foram administrados
diariamente por via i.p., uma vez ao dia. RES e VR foram administrados por via s.c. a cada 48
horas. O volume da injecdo foi 1 ml/kg de peso corporal em todos os casos. O dia da primeira
injecéo foi considerado como dia 0.

Ao longo do tratamento, todos os animais foram avaliados através dos seguintes testes
comportamentais (de 8:00 a.m. a 4:00 p.m.): (1) teste de catalepsia, realizado diariamente; (2)
teste do campo aberto no dia 7 (24 horas apés a 42 injecdo de RES ou VR); (3) avaliacdo dos
movimentos orais nos dias 12, 20 e 30 (48 horas apés a 6%, 10% e 152 injecOes de RES ou VR,
respectivamente). Todos os aparatos foram limpos com alcool a 10% antes da submissao de cada
animal para evitar interferéncia de sinais odoriferos. Ao fim dos testes comportamentais (dia 30,
48 horas apos a ultima injecdo de RES ou VR), os animais foram anestesiados e perfundidos de
forma intracardiaca e seus cerebros processados para imunohistoquimica para TH, conforme o

delineamento experimental demonstrado na figura 6.
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Figura 6. llustracdo esquematica do delineamento experimental do Experimento I.

4.3.1.1 Testes Comportamentais

4.3.1.1.1 Teste de Catalepsia

O comportamento de catalepsia foi avaliado posicionando o animal com as duas patas
dianteiras sobre uma barra horizontal de vidro elevada 9 cm da superficie de apoio das patas
traseiras. O comportamento de catalepsia foi considerado quando o animal permaneceu imdvel
com ambas a patas dianterias sobre a barra por pelo menos 5 segundos e com um limite maximo
de 180 segundos. Cada animal foi submetido trés vezes consecutivas ao aparato e a média dos
trés valores foi considerada para analise (FERNANDES et al., 2012; SANTOS et al., 2013).

4.3.1.1.2 Avaliacao da atividade locomotora no Campo Aberto

O campo aberto utilizado neste experimento consistiu em uma arena circular (84 cm de
didmetro e 32 cm de altura), sem teto e com a parte interna pintada de preto. Uma camera foi
posicionada acima do campo aberto e conectada a um computador. Os ratos foram colocados
individualmente no centro da arena e tiveram seu comportamento avaliado durante 10 minutos,
utilizando o programa de rastreamento animal Anymaze (Stoelting Co, Wood Dale, IL, USA).
Os seguintes parametros foram quantificados: distancia total percorrida (em metros) e nimero de
rearing (FERNANDES et al., 2012; SANTOS et al., 2013).
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4.3.1.1.3 Avaliacao dos movimentos orais

O animal foi colocado em uma gaiola (40 cm x 40,5 cm x 20 cm) com espelhos
posicionados sob e atrds da gaiola, a fim de permitir que o observador visualizesse o animal em
qualquer posicdo. O namero de movimentos de mastigacdo no vacuo (movimento rapido da
mandibula que se assemelha ao movimento de mastigacao, porém nao direcionado a um estimulo
particular) foi quantificado durante 10 minutos. Estes movimentos ndo foram considerados
quando ocorreram durante um periodo de grooming (FERNANDES et al., 2012; SALAMONE et
al., 1998).

4.3.2 Experimento Il — Efeito do CA no modelo da DP induzido pela 6-OHDA

Ratos Long Evans foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais: Veiculo
do Carvacrol + SHAM (VC+SHAM; n =9), Veiculo do Carvacrol + 6-OHDA (VC+6-OHDA;
n=7), Carvacrol 50 mg/kg + 6-OHDA (CA50+6-OHDA; n=7) e Carvacrol 100 mg/kg
(CA100+6-OHDA; n=7). Os animais foram pre-tratados diariamente com uma inje¢do i.p. de
CA (50 ou 100 mg/kg) ou VC, ao volume de 1 ml/ kg de peso corporal, durante uma semana
antes da injecdo de 6-OHDA. Apo0s sete dias de pré-tratamento com CA ou VC, 0s animais
foram submetidos a uma cirurgia estereotaxica para a injecdo de 6-OHDA ou veiculo da 6-
OHDA no MFB direito. As inje¢cdes de CA ou VC continuaram sendo administradas por trés
semanas apoés a cirurgia, incluindo o dia da cirurgia. Ap6s trés semanas da cirurgia, 0s animais
foram submetidos aos seguintes testes comportamentais (de 8:00 a.m. a 4:00 p.m.): (1) campo
aberto (realizado 21 dias apds a cirurgia estereotaxica); (2) teste do cilindro (realizado 21 dias
ap6s a cirurgia estereotdxica); (3) teste do Rotarod (realizado 23 dias apds a cirurgia
estereotdxica); (4) rotaces induzidas pela d-anfetamina (realizado 24 dias apds a cirurgia
estereotdxica). Todos os aparatos foram limpos com solucdo de etanol a 10% entre os testes para
evitar interferéncia de sinais odoriferos. Ao fim de todos os testes comportamentais (25 dias apds
a cirurgia estereotaxica), os animais foram anestesiados e perfundidos de forma intracardiaca e

seu cérebros processados para imunofluorescéncia para TH, como esquematizado na Figura 7.
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Figura 7. llustracdo esquematica do delineamento experimental do Experimento II.

4.3.2.1 Cirurgia Estereotaxica

Apb6s uma semana de pré-tratamento, os animais foram anestesiados com cloridato de
cetamina (100 mg/kg, i.p.) e cloridato de xilazina (10 mg/kg, i.p.). Os ratos anestesiados foram
submetidos a tricotomia da parte superior da cabeca e posicionados em um aparelho
estereotaxico, com o cranio e incisivos superiores fixados no aparelho. A assepsia do local foi
realizada com uma solu¢do de alcool iodado e uma injecdo s.c. de cloridrato de bupivacaina a
0,5% foi administrada para anestesia local. Em seguida, uma incisdo na regido superior da
cabeca foi realizada com o auxilio de um bisturi, musculos e demais tecidos foram afastados e 0s
0ssos do cranio foram expostos. As seguintes coordenadas estereotaxicas foram determinadas
utilizando-se o bregma como ponto de referéncia: anteroposterior (AP), -2.2 mm; mediolateral
(ML): -1.5 mm; dorsoventral (DV), -8.0 mm (PAXINOS; WATSON, 2005). Apo6s a localizacao
das coordenadas, o cranio foi perfurado com uma broca odontoldgica, e uma injecao de 6-OHDA
foi administrada no MFB direito utilizando-se uma agulha de 28 gauge acoplada a uma micro
seringa de 5 pl (Hamilton Syringe, Sigma, St Louis, MO, USA). Cada rato recebeu uma injecéo
unilateral de 5 ul de 6-OHDA (1ug/ul de 6-OHDA dissolvido em salina estéril contendo 0,01%
acido &corbico) dentro do MFB direito. A injecdo de 6-OHDA foi realizada com um fluxo de 1
pl/min. A seringa foi mantida imovel por 5 mintutos apos a injecdo para evitar o refluxo da
substancia injetada. Em seguida, a seringa foi retirada lentamente, o escalpo foi suturado e os
animais foram retirados do estereotaxico. Os animais do grupo VC + SHAM foram submetidos
aos mesmos procedimentos descritos anteriormente, porém receberam 5 pl de salina estéril
contendo 0,01% 4cido ascorbico. Os animais foram colocados individualmente em caixas

plasticas e monitorados por 2 horas apés a cirugia, antes de retornarem para o biotério.



47

4.3.2.2 Testes Comportamentais

4.3.2.2.1 Atividade locomotora no Campo Aberto

O campo aberto utilizado neste experimento consistiu em uma arena de formato quadrado
com as paredes feitas de acrilico (45 x 45 cm), sem teto e com assoalho branco. Uma camera foi
posicionada acima do campo aberto e conectada a um computador. Os ratos foram colocados
individualmente no centro da arena e tiveram seu comportamento avaliado durante 10 minutos,
utilizando o programa de rastreamento animal Omniplex (Plexon, Dallas, TX, USA) para
registro dos seguintes parametros comportamentais: distancia total percorrida (em metros) e
numero de rearing (DE JESUS-CORTES et al., 2015).

4.3.2.2.2 Teste do Cilindro

Os animais foram colocados individualmente em um cilindro de vidro transparente (16
cm de didmetro e 25 cm de altura) e tiveram seu comportamento filmado por uma camera digital
durante 5 minutos. Um espelho foi colocado atras do cilindro para permitir a visualizacdo dos
movimentos do animal quando 0 mesmo assumisse uma posicdo contraria a camera. O primeiro
contato na parede do cilindro durante o comportamento de rearing utilizando a pata anterior
direita (membro ipsilateral, ndo afetado) ou esquerda (membro contralateral, afetado) e o
primeiro contato com ambas as patas anteriores foram guantificadas. Animais com lesdo no MFB
apresentam uma reducdo do uso da pata anterior contralateral a lesdo. No presente estudo, a
preferéncia de uso da pata anterior esquerda (contralateral a lesdo) foi calculada pela fomula [
(contralateral/ total) x 100) ] e foi expressa em porcentagem do total de eventos (BOIX; PADEL,;
PAUL, 2015; SCHALLERT et al., 2000; YUAN et al., 2005).

4.3.2.2.3 Teste do Rotarod
Todos os animais foram treinados em um aparato de Rotarod por dois dias consecutivos.

Os animais foram colocados individualmente sobre o aparato de Rotarod e treinados a

permanecer sobre o eixo de rotacdo durante 5 minutos, sob um protocolo de aceleragdo que
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iniciava a uma frequéncia de 4rpm e aumentava lentamente até atingir 40 rpm. Cada animal foi
submetido a trés sessdes diarias, com pelo menos 15 minutos de intervalo entre as sessfes, com o
objetvo de evitar fadiga e estresse. Apos dois dias de treinamento, os animais foram submetidos
as mesmas condicOes do treinamento e o tempo de permanéncia do animal sobre o eixo foi
quantificado (CAMPOS et al., 2013; MONVILLE; TORRES; DUNNETT, 2006).

4.3.2.2.4 Teste de rotacdes induzidas por anfetamina

No 25° dia ap0s a injecdo de 6-OHDA, os animais receberam uma injecdo i.p. de d-
anfetamina (3 mg/kg) dissolvida em salina estéril. Apds 30 minutos da injecdo de d-anfetamina,
os ratos foram colocados individualmente em um campo aberto (descrito no item 4.3.1.2.1) e
tiveram sua atividade locomotora filmada por uma camera digital durante 10 minutos. A
anfetamina é um agonista indireto dopaminérgico que induz um comportamento rotacional
ipsilateral a lesdo em animais submetidos a injecdo de 6-OHDA no MFB. Através da anélise dos
videos em camera lenta, o nimero de rotacGes (giros de 360°) ipsilateral ao lado da injecdo de 6-
OHDA (rotagBes para o lado direito) foi quantificado e considerado para analise (DE JESUS-
CORTES et al., 2015).

4.4 Perfusdo dos animais e processamento dos cérebros

Os animais foram anestesiados com ketamina (100 mg/kg) e xilazina (10mg/kg) e
perfundidos de forma intracardiaca com tampdo fosfato salina (PBS; pH 7,2-7,4) para a
lavagem dos vasos, por 5 minutos, e , posteriormente, com paraformaldeido a 4% (PFA) em
tampao fosfato (PB; pH 7,4; 100mM), por 10 minutos, para fixacdo do tecido. Apds a
perfusdo, os cérebros foram cuidadosamente removidos e pos-fixados em PFA a 4%, a 4°C por
24 horas. Em seguida, os cérebros foram colocados em uma solugdo de sacarose a 30% para
crioprotecé@o por 48 horas. Apos este periodo, cada céerebro foi cortado em sec¢des coronais de
40 pm usando um criostato a -20°C (Leica, Germany). As sec¢des foram colocadas
sequencialmente em compartimentos, contendo uma solu¢do anticongelante a base de

etilenoglicol e PB, e conservadas a 4°C até serem processadas para imunohistoquimica para TH.
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4.5 Imunohistoquimica para TH

No experimento I, as seccBes foram inicialmente pré-tratadas com perdxido de
hidrogénio a 0,3% em PBa0,1M/pH 7,4 por 20 minutos para inativacdo da peroxidase
enddgena. As seccdes foram incubadas por 1 hora em uma solugdo de PB contendo Triton-X 100
(ICN Biomedicals) a 0,4% e soro normal de cabra (Sigma Chemical Company) a 2%. Em
seguida, foram incubadas overnight em uma solugdo com o anticorpo primario monoclonal anti-
TH produzido em coelho (1:1000; Santa Cruz Biotechnology, U.S.A) diluido em PB contendo
Triton-X 100 (ICN Biomedicals) a 0,4% e soro normal de cabra (Sigma Chemical Company) a
2%. Em seguida, as sec¢Oes foram colocadas em contato com o anticorpo secundario biotinilado
(cabra anti-coelho), na concentracdo de 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology, U.S.A), diluido em
PB contendo Triton-X 100 a 0,4%, por 2 horas. Apds esta etapa, os cortes foram incubados
numa solucdo contendo PB e o complexo avidina biotina (ABC Elite kit, Vector Labs,
Burlingame, USA) por 90 minutos. Para visualizar a reacdo, os cortes foram colocados em
contato com um cromogeno, diaminobenzidina-DAB (Sigma, St Louis, MO, USA) a 2,5%,
diluido em uma solugdo contendo PB e 0,01% de H20.. Entre cada uma das etapas descritas
previamente, as sec¢des foram submetidas a trés lavagens, de 5 minutos cada, com Triton-X 100
a 0,4% diluido em PB. As sec¢des foram montadas em laminas previamente gelatinizadas e em
seguida desidratadas através da exposicdo a concentracdes crescentes de alcoois, clareadas com
xilol e as laminulas fixadas com Entellan (Merck). As imagens foram capturadas utilizando-se
uma camera digital (Nikon, DXM-1200) acoplada a um microscépio 6ptico (Olympus, BX-41).

No experimento Il, as sec¢bes foram incubadas por 1 hora em uma solucdo de blogueio
contendo PBS a 0,1M / pH 7,4, Triton-X 100 a 0,3% (ICN Biomedicals) e soro normal de cabra
(Sigma Chemical Company) a 5%. Em seguida, foram incubadas overnight em uma solugao com
0 anticorpo primario monoclonal anti-TH produzido em coelho (1:1000; AB152, Chemicon,
USA) diluido em solucdo de bloqueio e mantidas a temperatura ambiente sob agitacdo
automatica. Apos esta etapa, as sec¢des foram incubadas por 2 horas em uma solugdo com o
anticorpo secundario Alexa Flour 568 cabra anti-coelho (1:1000; Jackson ImmunoResearch,
West Grove, PA, USA) diluido em solugdo de blogueio. Entre cada uma das etapas descritas
previamente, as sec¢Ges foram submetidas a trés lavagens, de 5 minutos cada, utilizando uma

solucéo de PBS a 0,1M / pH 7,4 e Triton-X 100 a 0,3%. Ao final das lavagens, as sec¢des foram
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montadas em laminas gelatinizadas e cobertas com laminulas usando Prolong Gold com ou sem
4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). As sec¢des
foram analisadas através de um microscépio confocal Leica DM 6000 CFS e as imagens foram
capturadas utilizando o softtware Leica’s Advanced Application Suite Advanced Fluorescence

(Leica Microsystems, Buffalo Grove, IL).

4.6 Contagem de células TH+

Para cada animal analisado, imagens dos cortes foram feitas em aumento de 5x ou 10x,
nas quais foi possivel observar em detalhes a presenca ou a auséncia de células imunorreativas
nos tecidos. A contagem de células foi realizada em 4 sec¢des da SNpc de cada animal e o
numero de células para cada um deles correspondeu a média entre as 4 sec¢des analisadas. Todas
as células TH+ na SNpc foram contadas usando a versdo 1.46i do software Image J (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Todas as contagens foram realizadas de forma cega.
Os valores de cada animal foram normalizados considerando a média do grupo controle (no

experimento I) ou a média do lado contralateral a injecdo de 6-OHDA (no experimento I1).

4.7 Avaliacio da Densidade Optica Relativa (DOR) para TH

As imagens foram obtidas utilizando a mesma intensidade de luz e nenhuma modificagdo
de brilho e contraste foi realizada. Cada animal foi representado por 4 secc@es do estriado dorsal
e os niveis de TH foram avaliados através da analise de densidade Optica relativa (DOR).
Imagens do estriado dorsal bilateral foram feitas e o numero de pixels de cada imagem foi
calculado usando a versao 1.46i do software Image J (National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA). Na mesma imagem, foi selecionada uma area controle (cértex) e o nimero de pixels
foi calculado. A média de pixels das 4 seccOes analisadas do estriado dorsal foi subtraida da
média de pixels das 4 imagens da area controle no mesmo tecido. Assim como na contagem de
células TH+, os valores de cada animal foram normalizados considerando a media do grupo
controle (no experimento 1) ou a média do lado contralateral a injecdo de 6-OHDA (no

experimento II).
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4.8 Analise estatistica

Os dados foram primeiramente analisados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para
distribuicdo normal e pelo teste de Bartlett para homogeineidade de variancias. Os resultados do
teste de catalepsia e movimentos orais foram analisados atraveés de Andlise de Variancia
(ANOVA) de duas vias de medidas repetidas seguida do teste de Tukey. Os resultados do teste
do campo aberto, teste do cilindro, teste de rotarod, rotagfes induzidas por d-anfetamina e os
dados da imunohistoquimica foram avaliados através da ANOVA de uma via seguida do teste de
Tukey. Os resultados foram expressos em média £ erro padrdo da média (EPM). Diferencas
foram consideradas significativas quando p<0,05. Todas as analises foram realizadas através da

versdo 6.0 do Graph Pad Prism software (Graph Pad Prism Software Inc., San Diego, CA, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 Experimento I: Efeito do CA no modelo de DP induzido pela RES

5.1.1 Teste de catalepsia

A ANOVA de duas vias de medidas repetidas revelou efeito significativo do tempo (dias
de tratamento) [F(30,1200)=17,63; p<0,001], do tratamento [F(5,40)=10,88; p<0,001) e
interacdo tempo x tratamento [F(150,1200) =5,51; p<0,001]. O po6s-teste de Tukey revelou um
aumento significativo na duracdo do comportamento de catalepsia no grupo VC+RES quando
comparado ao grupo controle (VC+VR), que iniciou no dia 13 (24 horas ap6s a 62 injecdo de
RES) e progrediu de forma gradual até o dia 30 (48 horas apds a 15? injecdo de RES), como pode
ser observado na figura 13. Em contraste, 0 CA isoladamente (grupos CA12,5+VR e CA25+VR)
ou concomitante com a RES (grupos CA12,5+RES e CA25+RES) ndo induziu nenhuma
diferenca significativa na duracdo do comportamento de catalepsia ao longo do tratamento
(Figura 8).

1204

*kk

100+

VC+VR
& CAI25+VR
-A- CA25+VR
= CAI12,5+RES
-+ CA25+RES
-~ VC+RES

80

Tempo na barra(s)
2

[ T - = 7 = p\iﬁ
_A_a pig St SO ST S A e L=l 0
H_WM‘ =

01234567 89101112131415161718192021222324252627282930
Dias de tratamento

Figura 8. Efeito do Carvacrol sobre o comportamento de catalepsia de ratos submetidos ao
modelo de Doenca da Parkinson induzido pela reserpina. Grupos VC+VR (n=9), CA12,5+VR
(n=7), CA25+VR (n=7), CA12,5+RES (n=7), CA25+RES (n=7), VC+RES (n=9). Os dados
estdo expressos como média £+ EPM. **p<0,01 e ***p<0,001 comparado ao grupo VC+VR
(ANOVA de duas vias de medidas repetidas seguida pelo teste de Tukey). CA= carvacrol; RES=
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reserpina; VC= veiculo do carvacrol; VR= veiculo da reserpina; CA12,5= CA 12,5 mg/kg;
CA25= CA 25 mg/kg.

5.1.2 Atividade Locomotora no Campo Aberto

A ANOVA de uma via revelou diferencas significativas na distancia total percorrida [F
(5, 40) = 16,24; p<0,001) e no namero de rearing [F(5,40)=30,68; p<0,001). O pds-teste de
Tukey revelou que os grupos tratados com RES mostraram uma reducdo significativa na
distancia total percorrida [VC+RES (p<0,001), CA12,5+RES (p<0,001) e CA25+RES
(p<0,001)] e no numero de rearing [VC+RES (p<0,001), CA12,5+RES (p<0,001) e CA25+RES
(p<0,001)] quando comparados ao grupo controle total (VC+VR). Os grupos tratados com CA
sozinho (grupos CA12,5+VR e CA25+VR) ndo apresentaram diferenca significativa na distancia
total percorrida [CA12,5+VR (p>0,999) e CA25+VR (p=0,075)] e no numero de rearing
[CA12,5+VR (p=0,491) e CA25+VR (p=0,051)] quando comparados ao grupo controle total. Os

dados da atividade locomotora no campo aberto estdo sumarizados na Figura 9.
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Figura 9. Efeito do Carvacrol sobre a atividade locomotora no teste do campo aberto de ratos
submetidos ao modelo da Doenga de Parkinson induzido pela reserpina. (A) Distancia total
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percorrida. (B) NUmero de rearing. Grupos VC+VR (n= 9), CA12,5+VR (n=7), CA25+VR
(n=7), CA12,5+RES (n=7), CA25+RES (n=7), VC+RES (n=9). Os dados estdo expressos como
média + EPM. ***p<0,001 comparado ao grupo VC+VR; #p<0,01 e ##p<0,001 comparado ao
grupo CA25+VR; ¥%p<0,01 e 4%&p<0,001 comparado ao grupo CA12,5+VR (ANOVA de uma
via seguida pelo teste de Tukey). CA= carvacrol; RES= reserpina; VC= veiculo do carvacrol,
VR= veiculo da reserpina; CA12,5= CA 12,5 mg/kg; CA25= CA 25 mg/kg.

5.1.3 Avaliacédo dos movimentos orais

A ANOVA de duas vias de medidas repetidas revelou efeitos do tempo (dias de
tratamento) [F(2,80)=12,27; p<0,001], tratamento [F(5,40)=8,25; p<0,001) e interacdo tempo X
tratamento [F(10,80)=2,29; p=0,019]. Opds teste de Tukey revelou que o grupo VC+ RES
mostrou um aumento significativo no nimero de movimentos de mastigacdo no vacuo nos dias
12 (48 horas ap6s 62 injecdo de RES; p=0,002), 20 (48 horas apds a 10% injecdo de RES;
p<0,001) e 30 (48 horas apos 15% injecdo de RES; p=0,005) quando comparado ao grupo controle
total (grupo VC+VR). No dia 20, o nidmero de movimentos de mastigacdo no vacuo foi
significativamente menor nos grupos CA12,5+RES (p=0,001) e CA25+RES (p<0,001) quando
comparados ao grupo VC+RES. O CA administrado sozinho (grupos CA12,5+VR e CA25+VR)
ou concomitante com a RES (grupos CA12,5+RES e CA25+RES) ndo induziu nenhuma
mudanca significativa no ndmero de movimentos de mastigacdo no vacuo ao longo do

tratamento, como pode ser observado na Figura 10.
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Figura 10. Efeito do Carvacrol sobre o nimero de movimentos de mastigagdes no vacuo de ratos
submetidos ao modelo da Doenga de Parkinson induzido pela reserpina. Grupos VC+VR (n=9),
CA12,5 + VR (n=7), CA25 + VR (n=7), CA12,5 + RES (n=7), CA25 + RES (n=7), VC + RES



55

(n=9). Os dados estdo expressos como media £ EPM. **p<0,01 e ***p<0,001 comparado ao
grupo VC+VR; #p<0,05 e ## p<0,001 comparado ao grupo CA25+VR; 4%p<0,01 e 4&& p<0,001
comparado ao grupo CA12,5+VR; "'p<0,01 e ***p<0,001 comparado ao grupo VC+RES
(ANOVA de duas vias de medidas repetidas seguida pelo pos-teste de Tukey). CA= carvacrol;
RES= reserpina; VC= veiculo do carvacrol; VR= veiculo da reserpina; CA12,5= CA 12,5 mg/Kkg;
CA25= CA 25 mg/kg.

5.1.4 Imunohistoquimica para TH

5.1.4.1 Contagem de células TH+

A ANOVA de um via revelou diferenca significativa do nimero de células TH+ na SNpc
[F (5, 24)=9,44; p<0,001] entre 0s grupos experimentais. O pos-teste de Tukey revelou que a
administracdo repetida de RES causou uma reducéo significativa no numero de células TH+ no
grupo VC+RES quando comparado aos grupos controle [VC+VR (p<0,001), CA12,5+VC
(p<0,001) e CA25+VR (p=0,012) ]. Em contraste, os grupos CA12,5+RES e CA25+RES néo
demonstraram nenhuma diferenga significativa quando comparados aos grupos controle e
apresentaram um ndmero maior de células TH+ quando comparados ao grupo VC+RES
[CA12,5+RES (p<0,001) e CA25+RES (p=0,002) ]. O CA administrado sozinho (grupos
CA12,5+VR e CA25+VR) ndo induziu nenhuma diferenca significativa do nimero de células
TH+ (Figura 11).
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Figura 11. Efeito do Carvacrol sobre o nimero de células TH + na SNpc de ratos submetidos ao
modelo da Doenga de Parkinson induzido pela reserpina. Os valores de cada animal foram
normalizados pela media do grupo controle total (VC+VR). Os dados estdo expressos como
média + EPM (n= 5, por grupo). ***p<0,001 comparado ao grupo VC+VR; #p<0,05 comparado
a0 grupo CA25+VR; &&& p<0,001 comparado ao grupo CA12,5+VR; **p<0,01 e ***p<0,001
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comparado ao grupo VC+RES (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey). CA=
carvacrol; RES= reserpina; VC= veiculo do carvacrol; VR= veiculo da reserpina; CA12,5= CA
12,5 mg/kg; CA25= CA 25 mg/kg.

5.1.4.2 Densidade Optica Relativa (DOR) para TH

A ANOVA de uma via revelou uma diferenca significativa da DOR para TH no estriado
dorsal [F(5, 24)=12,57; p<0,001). O pos-teste de Tukey revelou que a administracao repetida de
RES causou uma reducgéo significativa da DOR no grupo VC+RES quando comparado aos
grupos controle [VC+VR (p=0,009), CA12,5+ VC (p<0,001) e CA25+VR (p<0,001)]. O grupo
CA12,5+RES também apresentou uma reducdo significativa quando comparado aos grupos
CA12,5+VR (p=0,006), CA25+VR (p<0,001) e CA25+RES (p=0,048), porém nenhuma
diferenca significativa foi observada quando comparado ao grupo VC+VR (p=0,263). O grupo
CA25+RES ndo apresentou diferenca significativa quando comparado aos grupos controle,
porém apresentou um valor de DOR maior do que o grupo VC+RES (p=0,001). O CA
administrado sozinho (grupos CA12,5+VR e CA25+VR) ndo induziu nenhuma diferenca

significativa no valor da DOR para TH no estriado dorsal (Figura 12).
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Figura 12. Efeito do Carvacrol sobre a densidade oOptica relativa para TH no estriado dorsal de
ratos submetidos ao modelo da Doenga de Parkinson induzido pela reserpina. Os valores de cada
animal foram normalizados pela média do grupo controle total (VC + VR). Os dados estdo
expressos como média + EPM (n=5, por grupo). **p<0,01 comparado ao grupo VC+VR;
###<0,001 comparado ao grupo CA25+VR; && p<0,01 e %%& p<0,001 comparado ao grupo
CA12,5+VR; **p<0,01 comparado ao grupo VC+RES, $p<0,05 comparado ao grupo CA25+RES
(ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey). CA= carvacrol; RES= reserpina; VC=
veiculo do carvacrol; VR= veiculo da reserpina; CA12,5= CA 12,5 mg/kg; CA25= CA 25
mg/kg.
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Figura 13. Imagens representativas da marcacéo para TH na SNpc e estriado dorsal de animais
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submetidos ao modelo da Doenga de Parkinson induzido pela reserpina. CA= carvacrol; RES=
reserpina; VC= veiculo do carvacrol; VR= veiculo da reserpina; CA12,5= CA 12,5 mg/kg;
CA25= CA 25 mg/kg; SNpc= Substancia Negra parte compacta.

5.2 Experimento I1- Efeito do CA no modelo de DP induzido pela 6-OHDA

5.2.1 Atividade locomotora no Campo Aberto

A ANOVA de uma via revelou diferencas significativas entre os grupos para a distancia
total percorrida [F(3,26)=6,18; p=0,002)] e para o nimero de rearing [F(3,26)=9,43; p<0,001).
O pos teste de Tukey revelou uma reducdo significativa da distancia total percorrida (p=0,005) e
do nimero de rearing (p<0,001) do grupo VC+6-OHDA quando comparado ao grupo controle
(VC+SHAM), como pode ser observado na Figura 15. O grupo tratado com CA na dose de 100
mg/kg (CA100+6-OHDA) exibiu uma redugdo significativa na distancia total percorrida
(p=0,006) quando comparado ao grupo controle, enquanto nenhuma mudanca significativa deste
parametro foi observada no grupo tratado com CA na dose de 50 mg/kg (CA50+6-OHDA,;
p=0,074) (Figura 14A). Em relacdo ao numero de rearing, um aumento significativo foi
observado nos grupos CA50+6-OHDA (p=0,032) e CA100+6-OHDA (p=0,023) quando
comparados ao grupo VC+6-OHDA (Figura 14B).
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Figura 14. Efeito do Carvacrol sobre a atividade locomotora no campo aberto de ratos
submetidos ao modelo da Doenga de Parkinson induzido pela 6-OHDA. (A) Distancia total
percorrida. (B) NUmero de rearing. Grupos VC+SHAM (n=9), VC+6-OHDA (n=7), CA50+6-
OHDA (n=7) e CA100+6-OHDA (n=7). Os valores s&o expressos em média + EPM. *p<0,05 e
***n<0,001 comparado ao grupo VC+ SHAM; #p<0,05 comparado ao grupo VC + 6-OHDA
(ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey). CA= carvacrol; VC= veiculo do carvacrol;
CA50= CA 50 mg/kg; CA100= CA 100 mg/kg.



59
5.2.2 Teste do Cilindro

ANOVA de uma via mostrou diferenca significativa [F (3,26)=10,21; p <0,001)] na
porcentagem de uso da pata anterior esquerda (membro contralateral & injecdo de 6-OHDA)
entre 0s grupos. O poés teste de Tukey revelou uma reducdo significativa nos grupos VC+6-
OHDA (p<0,001) e CA100+6-OHDA (p<0,001) quando comparados ao grupo controle
(VC+SHAM). Nenhuma diferenca significativa foi observada no grupo CAS50+6-OHDA
(p=0,211) quando comparado ao grupo controle (Figura 15).
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Figura 15. Efeito do Carvacrol sobre a porcentagem de uso da pata anterior esquerda de ratos
submetidos ao modelo da Doenca de Parkinson induzido pela 6-OHDA. Grupos VC+SHAM
(n=9), VC+6-OHDA (n=7), CA50+6-OHDA (n=7) e CA100+6-OHDA (n=7). Os valores sdo
expressos em média £ EPM. ***p<0,001 comparado ao grupo VC+SHAM (ANOVA de uma via
seguida pelo teste de Tukey). CA= carvacrol; VC= veiculo do carvacrol; CA12,5= CA 12,5
mg/kg; CA25= CA 25 mg/kg.

5.2.3 Teste de Rotarod

ANOVA de uma via mostrou diferenca significativa entre 0s grupos no tempo de
permanéncia sobre o rotarod [F (3, 26)=9,78; p<0,001). O pods teste de Tukey revelou que 0s
animais do grupo VC+6-OHDA apresentaram uma reducdo significativa no tempo de
permanéncia sobre o rotarod quando comparado ao grupo VC+SHAM (p<0,001). Os animais de
ambos os grupos tratados com CA ndo apresentaram alteracédo significativa da do tempo quando
comparados ao grupo VC+SHAM (CA50+6-OHDA, p= 0,996; CA100+6-OHDA, p=0,931). No
entanto, um aumento significativo da laténcia foi observado nestes grupos (CA50+6-OHDA, p<
0,001; CA100+6-OHDA; p=0,002) quando comparados ao grupo VC+6-OHDA (Figura 16).
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Figura 16. Efeito do Carvacrol sobre o tempo de permanéncia sobre o eixo do rotarod de ratos
submetidos ao modelo da Doenca de Parkinson induzido pela 6-OHDA. Grupos VC+SHAM
(n=9), VC+6-OHDA (n=7), CA50+6-OHDA (n=7) e CA100+6-OHDA (n=7). Os valores sdo
expressos em média = EPM. ***p<0,001 comparado ao grupo VC+SHAM; # p< 0,01 e #*#
p<0,001 comparado ao grupo VC+6-OHDA (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey).
CA-= carvacrol; VC= veiculo do carvacrol; CA50= CA 50 mg/kg; CA100= CA 100 mg/kg.

5.2.4 Teste de rotacédo induzida por anfetamina

A ANOVA de uma via revelou diferenca significativa entre 0os grupos no nimero de
rotacOes ipsilaterais [F (3, 26)=4,99; p=0,007]. O pos teste de Tukey revelou que a injecdo de d-
anfetamina causou um aumento significativo do nimero de rota¢des nos grupos VC+6-OHDA
(p=0,006) e CA50+6-OHDA (p=0,047) quando comparados ao grupo VC+SHAM. O grupo
CA100+6-OHDA mostrou uma tendéncia para o aumento das rotacdes, porém nao apresentou

diferenca significativa quando comparado ao grupo VC+SHAM (p=0,483) (Figura 17).
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Figura 17. Efeito do Carvacrol no teste de rotacdo induzida por anfetamina de ratos submetidos
ao modelo da Doenga de Parkinson induzido pela 6-OHDA. Grupos VC + SHAM (n=9), VC +
6-OHDA (n=7), CA50 + 6-OHDA (n=7) e CA100 + 6-OHDA (n=7). Os valores sio expressos
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em média £ EPM. *p<0,05 e **p<0,01 comparado ao grupo VC + SHAM (ANOVA de uma via
seguida pelo teste de Tukey). CA= carvacrol; VC= veiculo do carvacrol; CA50= CA 50 mg/kg;
CA100= CA 100 mg/kg.

5.2.5 Imunohistoquimica para TH

5.2.5.1 Contagem de células TH+

A ANOVA de um via revelou diferenca significativa do nimero de células TH+ na SNpc
entre 0s grupos [F(3,26)=21, p<0,001)] . O pos-teste de Tukey revelou que a injecdo de 6-OHDA
causou uma reducdo significativa do numero de células TH+ nos grupos VC+6-OHDA
(p<0,001), CA50+6-OHDA (p=0,003) e CA100+6-OHDA (p<0,001) quando comparados ao
grupo VC+SHAM. Os grupos tratados com CA apresentaram um nimero maior de células TH+,
CA50+6-OHDA (p=0,004) e CA100+6-OHDA (p=0,038), comparados ao grupo VC+6-OHDA
(Figuras 18).

2
> 125-
w g
= B
= = 1004 S
+ =
=g
g 75 #
=
=2 wkv
=
< S 504 I
¢ =
33 2
éé *kx
ET , , BN
< VC+SHAM CA50+6-OHDA CA100+6-OHDA  VC+6-OHDA

Figura 18. Efeito do Carvacrol sobre o niumero de células TH+ na SNpc de ratos submetidos ao
modelo da Doenca de Parkinson induzido pela 6-OHDA. Grupos VC+SHAM (n=9), VC+6-
OHDA (n=7), CA50+6-OHDA (n=7) e CA100+6-OHDA (n=7). Os valores de cada animal
foram normalizados considerando a média do lado contralateral a injecdo de 6-OHDA. Os
valores sdo expressos em média + EPM. **p<0,01 e *** p<0,001 comparado ao grupo
VC+SHAM; #p<0,05 e *p<0,01 comparado ao grupo VC+6-OHDA (ANOVA de uma via
seguida pelo teste de Tukey). CA= carvacrol; VC= veiculo do carvacrol; CA50= CA 50 mg/kg;
CA100= CA 100 mg/kg.
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Figura 19. Imagens representativas da marcacdo para TH na SNpc de animais submetidos ao
modelo da Doenca de Parkinson induzido pela 6-OHDA. CA= carvacrol; VC= veiculo do
carvacrol; CA50= CA 50 mg/kg; CA100= CA 100 mg/kg.
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5.2.5.2 Densidade Optica Relativa (DOR) para TH

A ANOVA de uma via revelou diferenca significativa entre os grupos [ F(3,26)=19,89, p
<0,001)] na analise da DOR para TH no estriado dorsal. O pés teste de Tukey revelou que a
injecdo de 6-OHDA causou uma reducdo significativa da DOR nos grupos VC+6-OHDA (p<
0,001), CA50+6-OHDA (p=0,002) e CA100+6-OHDA (p<0,001) quando comparados ao grupo
VC+SHAM. Um aumento significativo da DOR foi observado nos animais do grupo CA50+6-
OHDA ( p=0,034) quando comparados ao grupo VC+6-OHDA (Figura 20).
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Figura 20. Efeito do Carvacrol sobre a densidade Optica relativa dos niveis de TH no estriado
dorsal de ratos submetidos a0 modelo da Doenca de Parkinson induzido pela 6-OHDA. Grupos
VC + SHAM (n=9), VC + 6-OHDA (n=7), CA50 + 6-OHDA (n=7) e CA100 + 6-OHDA (n=7).
Os valores de cada animal foram normalizados considerando a média do lado contralateral a
injecdo de 6-OHDA. Os valores sdo expressos em média + EPM. **p<0,01 e ***p<0,001
comparado ao grupo VC + SHAM; #p<0,05 comparado ao VC + 6-OHDA (ANOVA de uma via

seguida pelo teste de Tukey). CA= carvacrol; VC= veiculo do carvacrol; CA50= CA 50 mg/kg;
CA100= CA 100 mg/kg.
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Figura 21. Imagens representativas do estriado dorsal de animais submetidos ao modelo da
Doenca de Parkinson induzido pela 6-OHDA. Foi ultilizado DAPI como marcador nuclear para
facilitar a delimitacdo da regido durante as analises. CA= carvacrol; VC= veiculo do carvacrol;
CA50= CA 50 mg/kg; CA100= CA 100 mg/kg.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, nés investigamos o possivel efeito neuroprotetor do CA em dois
modelos animais farmacoldgicos da DP. No experimento I, os resultados demonstraram que 0
CA nas doses de 12,5 e 25 mg/kg protegeu os ratos das alteragcbes motoras induzidas pela RES,
observadas no teste de catalepsia e avaliacdo dos movimentos orais, porém ndo foi capaz de
prevenir os déeficits motores avaliados no teste do campo aberto. Além disso, 0 CA preveniu a
reducdo da marcacdo de TH na SNpc e estriado dorsal induzida pela RES. No experimento II,
nos observamos que o CA na dose de 50 mg/kg preveniu os déficits motores induzidos pela 6-
OHDA observados no teste do campo aberto, teste de rotarod e teste do cilindro, e aumentou o
numero de rotagOes induzidas pela d-anfetamina. Além disso, o CA reduziu o dano provocado
pela injecdo de 6-OHDA nos neurdnios dopaminérgicos da SNpc e estriado dorsal, uma vez que
os ratos tratados com CA apresentaram uma menor reducdo da marcacdo de TH nestas areas
comparados aos animais lesionados néo tratados.

Ao longo dos altimos anos, varios modelos animais de DP tém sido desenvolvidos e tém
contribuido extensivamente para a expansao do conhecimento da DP. O uso de drogas como a
RES e 6-OHDA tem se mostrado eficaz para modelar diferentes aspectos da DP em roedores
(BLESA; PRZEDBORSKI, 2014).

No presente estudo, nos utilizamos o modelo progressivo da DP induzido pela
administracdo repetida de uma dose baixa de RES (0,1 mg/kg), o qual tem se mostrado eficaz
para reproduzir diferentes caracteristicas da DP. Uma das principais vantagens deste modelo é a
sua capacidade de induzir o desenvolvimento gradual de sintomas motores em ratos,
mimetizando a natureza progressiva dos sintomas da DP (FERNANDES et al., 2012; SANTOS
et al., 2013: LEAL et al. 2016). Além disso, este modelo também pode ser utilizado para
investigar possiveis tratamentos para DP (SARMENTO SILVA et al., 2015; LINS et al, 2017, no
prelo).

O comportamento de catalepsia é definido como a incapacidade do animal de corrigir
uma postura previamente imposta e tem sido comparado a incapacidade dos pacientes com DP
para iniciar 0 movimento. A catalepsia tem sido relacionada & disfuncdo de algumas areas
envolvidas na fisiopatologia da DP, tais como estriado e globo palido, além de ter sido associada

a mudangas dos niveis de dopamina no sistema nigroestriatal. Portanto, o teste de catalepsia é
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considerado uma ferramenta Gtil para investigar alteracbes comportamentais e neuroquimicas
relacionadas a DP (COSTALL; NAYLOR, 1974; SANBERG et al., 1988; SANTOS et al.,
2013). O teste de catalepsia é de facil aplicacdo e tem sido utilizado para avaliar o
desenvolvimento de alteragdes motoras no modelo de DP induzido pela administragédo repetida
de RES, bem como tem se mostrado Util na investigacdo do potencial terapéutico de novos
compostos para o tratamento da DP (FERNANDES et al., 2012; SANTOS et al., 2013;
SARMENTO SILVA et al., 2015; LINS et al. 2017, no prelo).

Os resultados do experimento | demonstraram que a administragéo repetida de uma dose
baixa de RES induziu um aumento gradual na duracdo do comportamento de catalepsia nos
animais do grupo VC+RES, corroborando estudos prévios que utilizaram a mesma dose de RES
(0,1 mg/kg) em ratos (FERNANDES et al., 2012; SANTOS et al., 2013; SARMENTO SILVA et
al., 2015; LINS et al. 2017, no prelo). Em contraste, o tratamento com CA nas doses de 12,5 e 25
mg/kg preveniu este aumento nos animais dos grupos CA12,5+RES e CAZ25+RES,
respectivamente, sugerindo um efeito protetor do CA sobre este parametro (Figura 8).

O comportamento de catalepsia pode ser induzido por antagonistas dos receptores
dopaminérgicos D1 e D2, e tem provado ser um método Util para investigar diferencas e
interacdes funcionais entre estes receptores (COSTALL; NAYLOR, 1974; SANBERG et al.,
1988). Isto nos permite sugerir que agonistas dos receptores dopaminérgicos poderiam prevenir o
comportamento de catalepsia induzido pela RES, considerando que agonistas dopaminérgicos
sdo capazes de antagonizar a rigidez e hipocinesia induzidas por esta neurotoxina em ratos
(COLPAERT, 1987). No presente estudo ndo avaliamos a interacdo do CA com 0s receptores
dopaminérgicos. No entanto, um estudo prévio demonstrou que o CA administrado por via oral
na dose de 25 mg/kg produziu um efeito antidepressivo em camundongos avaliados no teste de
nado forcado e que o pré-tratamento com antagonistas de receptores dopaminérgicos
D1(SCH23990) e D2 (sulpirida) bloqueou completamente o efeito antidepressivo do CA,
sugerindo que o mecanismo de acdo do CA neste teste foi dependente de sua interagdo com o0s
receptores dopamineérgicos (MELO et al., 2011). Desta forma, é possivel que o efeito protetor do
CA no teste de catalepsia observado no presente estudo esteja envolvido com sua capacidade de
atuar como agonista dos receptores dopaminérgicos, porém experimentos futuros sdo necessarios

para investigar esta interacéo.
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Estudos tem demonstrado que a administracdo aguda ou crénica de RES pode induzir o
desenvolvimento de movimentos orais em ratos. Entre 0s movimentos orais mais comuns,
podemos citar 0s movimentos de mastigacdo no vacuo (ABILIO et al., 2003; FERNANDES et
al., 2012; NEISEWANDER:; CASTANEDA; DAVIS, 1994). Estes movimentos sdo
involuntarios e caracterizados por uma rapida deflexdo vertical da mandibula, porém nao
direcionada a um estimulo particular. Os movimentos de mastigacdo no vacuo induzidos por
neurolépticos compartilham algumas caracteristicas farmacoldgicas e neuroquimicas com o
tremor de repouso presente em pacientes com DP (SALAMONE et al., 1998).

Um dos sintomas classicos da DP é o tremor de repouso, tipicamente envolvendo a méo,
no entanto, evidéncias indicam que o tremor apresentado por pacientes com DP também pode
envolver o queixo, labios e lingua. Os movimentos de mastigacdo no vacuo induzidos pela RES
e uma dose baixa de apomorfina apresentaram uma frequéncia entre 3-7 Hz, a qual é
caracteristica do tremor observado em pacientes com DP. Além disso, varias drogas com efeito
antiparkinsoniano em humanos sao capazes de reduzir ou prevenir 0s movimentos de mastigacao
no vécuo induzidos por toxinas em animais. Essas caracteristicas reforcam a utilidade da
avaliacdo dos movimentos de mastigacdo no vacuo em modelos animais de DP para a
investigacdo dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos na DP e para a busca de novas drogas
anti-parkinsonianas (SALAMONE; BASKIN, 1996; SALAMONE et al., 1998).

No experimento I, demonstramos que administragdo de RES induziu um aumento
significativo no nimero de movimentos de mastigacdo no vacuo nos animais do grupo VC+RES
e o tratamento com CA nas doses de 12,5 e 25 mg/kg (grupos CA12,5+RES e CA25+RES) foi
capaz de prevenir os movimentos induzidos pela RES (Figura 10). Embora 0os mecanismos
envolvidos com o efeito protetor do CA sobre o desenvolvimento de movimentos de mastigagéo
no vacuo induzido pela RES permanecam desconhecidos, € possivel que este monoterpeno atue
sobre os sistemas de neurotransmissao envolvidos na fisiopatologia destes movimentos.

Alguns estudos tém sugerido que os movimentos de mastigacdo no vacuo sao induzidos
por um desequilibrio da interacdo entre a dopamina e a acetilcolina no estriado, o que resulta em
uma hipofungdo gabaérgica na via estriatonigral. Embora os mecanismos desta interagdo ainda
nédo estejam totalmente esclarecidos, acredita-se que a deplecdo de dopamina na SNpc causaria
uma hiperestimulacdo de receptores muscarinicos no estriado, resultando em um desequilibrio na

liberacdo de GABA nas vias estriatonigral e estriadopalidal e no aparecimento dos movimentos
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orais. Portanto, drogas antiparkinsonianas, incluindo agonistas dopaminérgicos e gabaérgicos,
bem como antagonistas colinérgicos séo capazes de bloquear os movimentos orais induzidos por
drogas em roedores (SALAMONE; BASKIN, 1996; SALAMONE et al., 1998).

A administracdo de escopolamina, um antagonista muscarinico, reduziu o nimero de
movimentos de mastigacdo no vacuo induzidos pela coadministracdo de RES e apomorfina em
ratos (SALAMONE; BASKIN, 1996). Embora nédo exista evidéncia que o CA pode modular
receptores muscarinicos no cérebro, um estudo realizado com guinea pigs demonstrou um efeito
inibitério do CA sobre o receptores muscarinicos da traquéia (BOSKABADY; JAFARI;
POURABOLLI, 2011). Assim, ndo podemos descartar a possibilidade que o efeito protetor do CA
sobre o desenvolvimento dos movimentos de mastigacdo no vacuo induzidos pela RES,
observado no experimento |, possa estar relacionado a sua capacidade de atuar como um
antagonista muscarinico.

A hipofuncdo gabaérgica no estriado também tem sido associada ao desenvolvimento de
movimentos de mastigacdo no vacuo induzidos por drogas e pode estar envolvido na
fisiopatologia do tremor dos individuos com DP. A injecdo de muscimol, um agonista do
receptor GABAA, dentro da substancia negra parte reticulata (SNpr) de ratos, blogueou os
movimentos de mastigacdo no vacuo induzidos pela tacrina, um inibidor irreversivel da
acetilcolinesterase. Estes resultados sdo consistentes com a teoria que assume que neurénios da
SNpr sdo hiperativos durante os movimentos de mastigacdo no vacuo, e que a inibicdo destes
neurbnios induzida pelo agonista gabaérgico reverte a hiperatividade neuronal e
consequentemente bloqueia o desenvolvimento dos movimentos orais (FINN et al., 1997).

O estudo de Peixoto et al. (2005) demonstrou que O agonista
GABAA THIP (tetrahidroisoxazolopiridina) foi capaz de bloquear o desenvolvimento dos
movimentos orais induzidos pela RES em ratos. Sendo assim, a estimulacdo de receptores
GABAA também pode ser um dos mecanismos reponsaveis pelo efeito protetor do CA sobre o
desenvolvimento dos movimentos de mastigacdo no vacuo induzidos pela RES, considerando
que estudos prévios sugeriram que o CA pode atuar como um agonista destes receptores. Um
estudo in vitro demontrou que o CA aumentou as correntes de GABA em células HEK293 e
oocitos Xenopus expressando receptores GABAa (KESSLER et al., 2014). Melo et al. (2010)
mostraram que o efeito ansiolitico do CA em camundongos foi revertido pelo flumazenil, um

reconhecido antagonista do sitio benzodiazepinico no receptor GABAa. Um outro estudo



69

demonstrou que o CA foi capaz de proteger camundongos de convulses induzidas pelo
pentilenotetrazol (PTZ), cujo mecanismo de acdo esta associado ao antagonismo né&o-
competitivo do receptor GABAA (QUINTANS-JUNIOR et al., 2010).

O aumento da incidéncia de movimentos orais em ratos tratados com neurolépticos pode
estar relacionado a uma reducdo da atividade locomotora espontdnea (ANDREASSEN;
JORGENSEN, 2000). No entanto, é importante notar que nossos resultados mostraram que o
tratamento com CA, nas doses de 12,5 e 25 mg/kg, foi capaz de prevenir o aumento do nimero
de movimentos de mastigacdo no vécuo induzidos pela RES (Figura 10), porém nao teve efeito
protetor sobre a reducdo da atividade locomotora espontanea induzida pela RES, avaliada no
campo aberto (Figura 9). Resultados similares foram observados por Abilio et al. (2003) que
demonstraram que o tratamento com vitamina E foi capaz de atenuar o aumento do ndmero de
movimentos orais induzidos pela RES, porém néo afetou a hipolocomocéo induzida pela RES.
Estes resultados contrariam a teoria que a reducdo da atividade locomotora pode causar o
aumento do movimentos orais induzidos pela RES, sugerindo auséncia de correlacdo entre estes
parametros e o envolvimento de mecanismos distintos no desenvolvimentos dos mesmos.

Estudos tem demonstrado que os movimentos de mastigacdo no vacuo induzidos pela
RES estfo intimamente relacionados ao processo de estresse oxidativo (ABILIO et al., 2004;
CALVENTE et al., 2002; FERNANDES et al., 2012) e que agentes antioxidantes podem atenuar
ou inibir estes movimentos (ABILIO et al., 2003; BURGER et al., 2003; CHATURVEDI et al.,
2006; FARIA et al., 2005).

O CA tem demonstrado uma potente atividade antioxidante em estudos in vitro (AAZZA;
LYOUSSI; MIGUEL, 2011; COCCIMIGLIO et al., 2016; GUIMARAES et al., 2010) e in vivo
(BALUCHNEJADMOJARAD; HASSANSHAHI; ROGHANI, 2014; CELIK et al., 2013;
SAMARGHANDIAN et al., 2016). Embora nenhum ensaio para avaliacdo da atividade
antioxidante do CA tenha sido realizado no presente estudo, ndo podemos descartar a
possibilidade que o efeito protetor do CA sobre o desenvolvimento dos movimentos de
mastigacdo no vacuo induzidos pela RES possa estar relacionado a seu potencial antioxidante.

A atividade antioxidante do CA poderia explicar também o seu efeito neuroprotetor sobre
a reducdo da marcacgédo de TH induzida pela RES na SNpc e estriado dorsal (Figuras 11 e 12). A
enzima TH € responsavel pela conversdo da L-DOPA em dopamina, exercendo uma funcéao

essencial na sintese de dopamina. A marcacdo de TH tem sido muito utilizada como um meio
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indireto para estimar os niveis de dopamina no cérebro de roedores e investigar o dano neuronal
em modelos animais de DP (LEAO et al., 2015; SANTOS et al., 2013).

A degeneracédo dos neurdnios da SNpc e a resultante deplecdo de dopamina no estriado
tém sido associados com os sintomas motores presentes na DP. Vérios estudos tém sugerido que
0 estresse oxidativo exerce uma importante funcdo na neurodegeneracéo e fisiopatologia da DP,
indicando que agentes antioxidantes podem ser uma alternativa para a prevencdo ou tratamento
da DP (HWANG, 2013; KOPPULA et al., 2012; SOFIC et al., 1992; UTTARA et al., 2009).

A RES é capaz de induzir estresse oxidativo no cérebro de roedores (ABILIO et al.,
2003; BURGER et al., 2003; FERNANDES et al., 2012; SPINA; COHEN, 1989), resultando em
dano neuronal e diminuicdo da marcacio de TH na SNpc e estriado dorsal (LEAO et al., 2015;
SANTOS et al., 2013). Os resultados do experimento I, demontraram que a administragdo
repetida de uma dose baixa de RES induziu uma reducdo significativa da marcacdo de TH na
SNpc e estriado dorsal e que o tratamento com CA na dose de 25 mg/kg teve um efeito
neuroprotetor, prevenindo esta reducdo. E possivel que este efeito possa estar relacionado a
capacidade do CA de combater o estresse oxidativo induzido pela RES, porém mais estudos séo
necessarios para confirmar esta hipdtese, uma vez que ndo avaliamos parametros de estresse
oxidativo no presente estudo.

Até o momento, ndo existe relatos na literatura que o modelo de DP induzido pela RES
utilizado no presente estudo é capaz de causar a degeneracdo de neurbnios dopaminérgicos,
caracteristica da DP. Desta forma, realizamos o experimento Il com o objetivo de avaliar o
possivel efeito neuroprotetor do pré e pos-tratamento com CA em ratos submetidos ao modelo de
DP induzido pela 6-OHDA, uma neurotoxina com capacidade reconhecida de causar
degeneracdo de neur6nios dopaminérgicos (KOSTRZEWA; JACOBOWITZ, 1974; SIMOLA;
MORELLI; CARTA, 2007; UNGERSTEDT, 1968).

A 6-OHDA é um analogo estrutural da dopamina e noradrenalina que é captado pelos
transportadores DAT ou NAT. Uma vez dentro dos neurdnios, a 6-OHDA desencadeia uma
cascata de eventos que resulta em aumento do estresse oxidativo e anormalidades em toda a
estrutura celular e metabolismo, resultando em dano neuronal e consequente degeneracdo dos
neurdnios dopaminérgicos e noradrenérgicos (BLESA; PRZEDBORSKI, 2014; TIEU, 2011).

Em geral, os modelos de DP induzidos pela injecdo de 6-OHDA mimetizam a doenca

humana com relagdo a pardmetros comportamentais e neuroquimicos, e tém sido utilizados para
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investigar mecanismos fisiopatoldgicos da DP, bem como para buscar novas estratégias
terapéuticas com efeitos neuroprotetores (BLANDINI; ARMENTERO; MARTIGNONI, 2008).

No experimento Il, n6s utilizamos 0 modelo de DP induzido pela injecdo unilateral de 6-
OHDA dentro do MFB. Neste modelo, as alteraces motoras e neuroquimicas geralmente
aparecem trés semanas apds a injecio de 6-OHDA (CARVALHO et al., 2013; DE JESUS-
CORTES et al., 2015; YUAN et al., 2005). Desta forma, todos os testes comportamentais foram
realizados considerando este periodo apos a injegdo de 6-OHDA.

Nossos resultados demonstraram que a injecdo de 6-OHDA induziu uma reducdo da
atividade locomotora no campo aberto, considerando que os animais do grupo VC+6-OHDA
apresentaram uma reducdo significativa da distancia total percorrida e do nimero de rearing
quando comparados ao grupo controle (grupo VC+SHAM). O CA na dose de 50 mg/kg foi capaz
de prevenir estas alteracbes, uma vez que os animais do grupo CA50+6-OHDA néo
demonstraram diferenca significativa nos parametros avaliados quando comparados ao grupo
controle (Figura 14).

O campo aberto é um dos testes mais utilizados para mensurar a atividade locomotora
espontanea em roedores. Diferentes formas e tamanhos de campo aberto podem ser utilizados
para atingir este objetivo (WALSH; CUMMINS, 1976). No presente estudo, dois tipos diferentes
de campo aberto foram utilizados no experimento I e Il, uma arena circular e uma quadrada,
respectivamente. No experimento I, observamos que o CA néo foi capaz de prevenir a reducao
da atividade locomotora induzida pela RES, diferentemente do seu efeito no experimento II, no
qual foi capaz de prevenir a alteracdo induzida pela 6-OHDA. O uso de diferentes formas e
tamanhos do campo aberto, diferentes linhagens de ratos, bem como 0s mecanismos de agdo
distintos das toxinas utilizadas nos experimentos, poderiam explicar os efeitos distintos do CA
neste teste.

O teste do cilindro é um dos testes comportamentais mais utilizados para identificar lesdo
unilateral do MFB induzida pela 6-OHDA em roedores. Este teste é baseado no comportamento
inato do animal de explorar o ambiente novo através do comportamento de rearing, no qual o
animal toca as paredes do cilindro com as patas anteriores (SCHALLERT et al., 2000;
TILLERSON et al., 2001). Animais com lesdo no MFB apresentam uma redugéo do uso da pata
anterior contralateral a lesdo, caracterizando uma assimetria motora (BOIX; PADEL; PAUL,

2015; YUAN et al., 2005). A porcentagem do uso da pata anterior contralateral a lesdo esta
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correlacionada negativamente com o dano neuronal dopaminérgico na SNpc causado pela
injecdo unilateral de 6-OHDA no MFB (DECRESSAC; MATTSSON; BJORKLUND, 2012)
sugerindo que compostos capazes de reduzir a assimetria motora no teste do cilindro podem
também reduzir a degeneracdo neuronal na SNpc. Desta forma, este pardmetro comportamental
pode ser utilizado para investigar o efeito neuroprotetor de novas abordagens terapéuticas em
modelos de DP (BJORKLUND et al., 2010). Nossos resultados demonstraram que 0 grupo
VC+6-OHDA apresentou uma reducgéo significativa na porcentagem de uso da pata anterior
esquerda (contralateral ao lado da injecdo de 6-OHDA), o que ndo foi observado no grupo
CA50+6-OHDA, indicando que o CA na dose de 50 mg/kg reduziu a assimetria motora causada
pela injecao de 6-OHDA, sugerindo um efeito protetor (Figura 15).

O teste do rotarod é também bastante utizado para avaliar os déficits comportamentais e 0
grau da leséo induzidos pela 6-OHDA em modelos animais de DP, e tem se mostrado uma
ferramenta ultil para investigar a eficacia de novas drogas para o tratamento da DP (ROZAS;
GARCIA, 1997). Este teste é utilizado para avaliar a coordenacdo motora e o equilibrio de
roedores quando os mesmos sdo colocados sobre um eixo de rotagdo com um protocolo de
frequéncia fixa ou de aceleracdo. No presente estudo, utilizamos um protocolo de aceleracdo, de
4rpm a 40rpm, que tem demonstrado ser eficaz para identificar ratos lesionados apés a injecdo
unilateral no MFB (MONVILLE; TORRES; DUNNETT, 2006). Animais com lesdo tendem a
apresentar uma dificuldade de permanecer sobre o aparato a medida que a frequéncia do eixo de
rotacdo aumenta, e, desta forma, eles apresentam uma laténcia menor para a queda comparado
aos animais controles sem lesdo. Esta dificuldade apresentada pelos animais lesionados tem sido
comparada a instabilidade postural apresentada por pacientes com DP quando 0s mesmos sdo
estimulados a realizarem movimentos mais rapidos (ROZAS; GARCIA, 1997). Nossos
resultados demonstraram que os animais do grupo VC+6-OHDA apresentaram um menor
periodo de tempo sobre o eixo de rotacdo do rotarod comparados aos outros grupos, enquanto
que os animais tratados com CA (grupos CA50+6-OHDA e CA100+6-OHDA) apresentaram um
periodo de tempo similar ao grupo controle (grupo VC+SHAM), sugerindo que o tratamento
com o CA foi capaz de proteger os animais da alteracdo induzida pela 6-OHDA (FigUra 16).

Estudos prévios demonstraram que o tempo de permanéncia do animal sobre o eixo de
rotagdo do rotarod é correlacionado negativamente com a perda de células TH+ na SNpc,
semelhante ao que ocorre no teste do cilindro (BOIX et al., 2015; DECRESSAC; MATTSSON;
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BJORKLUND, 2012; IANCU et al., 2005; MONVILLE; TORRES; DUNNETT, 2006). Sendo
assim, nés utilizamos a técnica de imunoflurescéncia para quantificar as células TH+ e
observamos que 0s animais do grupo VC+6-OHDA apresentaram uma reducéo significativa das
celulas TH+ na SNpc, enquanto que o tratamento com o CA, em ambas as doses, foi capaz de
atenuar a reducao da marcacao induzida pela 6-OHDA. Desta forma, o efeito protetor do CA nos
testes do cilindro e no rotarod poderia estar associado a sua capacidade de reduzir o dano
neuronal das células dopaminérgicas da SNpc (Figura 18).

A injecdo de 6-OHDA também promoveu uma reducdo significativa da DOR para TH no
estriado dorsal. O tratamento com CA na dose de 50 mg/kg propiciou uma atenuagdo do dano
causado pela 6-OHDA, uma vez que os animais do grupo CA50+6-OHDA apresentaram um
valor de DOR maior comparados aos animais do grupo VC+6-OHDA. Os animais que
receberam o CA na dose de 100 mg/kg apresentaram uma tendéncia de aumento da DOR, porém
nenhuma diferenca significativa foi observada quando comparados ao grupo VC+6-OHDA
(Figura 20).

O dano neuronal induzido pela 6-OHDA € principalmente associado ao aumento do
estresse oxidativo, o qual tem sido associado a degeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos
(AFSHIN-MAJD et al., 2015; CHATTOPADHYAYA et al., 2015; REZAEI; ALIREZAEI,
2014). Desta forma, a injecdo de 6-OHDA na via nigroestriatal tem sido utilizada para avaliar o
efeito neuroprotetor de compostos antioxidantes em modelos animais de DP (BLANDINI;
ARMENTERO; MARTIGNONI, 2008; CHATTOPADHYAYA et al., 2015; HRITCU et al.,
2011).

Um estudo prévio demonstrou um efeito antioxidante do CA em ratos submetidos a um
modelo de DP induzido pela injecdo unilateral de 6-OHDA no estriado. Neste estudo, os animais
receberam injecdes i.p. diarias de CA por trés dias antes da injecdo de 6-OHDA e duas semanas
apos a cirurgia foram avaliados no teste de rotagdo induzida pela apomorfina. O tratamento com
CA causou uma reducdo do namero de rotagfes induzidas pela apomorfina e uma atenuagdo da
peroxidacdo lipidica e dos niveis de nitrito no mesencéfalo dos ratos, indicando que o efeito
benéfico do CA observado no teste comportamental poderia estar relacionado com sua atividade
antioxidante (BALUCHNEJADMOJARAD; HASSANSHAHI; ROGHANI, 2014). Desta forma,
o efeito antioxidante do CA pode estar evolvido com o efeito protetor do CA observado no

presente estudo.
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Além do estresse oxidativo, um processo de neuroinflamacéo, caracterizado por uma
microglia reativa e aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatdrias, também tem sido
observado ap6s a injecdo de 6-OHDA na via nigroestriatal em roedores (JOERS et al., 2016;
MARINOVA-MUTAFCHIEVA et al., 2009; SILVA et al., 2016). A injecdo de 6-OHDA no
estriado (MACHADO-FILHO et al., 2014) e no MFB (HAAS et al., 2016) aumentou 0s niveis
de citocinas pré-inflamatorias e reduziu a imunoreatividade da TH no estriado e substancia negra
do lado lesionado, sugerindo que o processo inflamatério induzido pela 6-OHDA é um dos
mecanismos responsaveis pela neurodegenragdo causada por esta toxina. Considerando que o CA
é capaz de reduzir ou prevenir o aumento de citocinas pré-inflamatérias no SNC apds diferentes
estimulos (DENG; LU; TENG, 2013; LI et al., 2016), é possivel que o CA tenha reduzido o
processo inflamatdrio induzido pela injecdo de 6-OHDA, o que pode ter contribuido para a
neuroprotecdo observada nos animais lesionados e tratados com CA. Sendo assim, o efeito do
CA sobre a marcacdo de TH na SNpc e estriado dorsal observado no presente estudo (Figuras 18
e 20) poderia estar associado a sua capacidade de prevenir a degeneracao neuronal atraves de sua
atividade antioxidante e/ou anti-inflamatéria. Porém mais estudos so necessarios para investigar
marcadores de estresse oxidativo e inflamacdo em ratos tratados com o CA e submetidos ao
modelo de DP induzido pela 6-OHDA.

Ratos com lesdes unilaterais do sistema nigroestriatal apresentam um comportamento
estereotipado de rotagdo que tem sido associado a um desequilibrio neuroquimico, especialmente
dos niveis de dopamina, entre os sistemas nigroestriatal do lado ipsilateral e contralateral a lesao.
Este comportamento rotacional pode ser potencializado por agonistas dopaminérgicos, tais como
a anfetamina (UNGERSTEDT; ARBUTHNOTT, 1970). A resposta rotacional induzida pela
administracdo de anfetamina é um teste comportamental bastante utilizado para identificar a
lesdo induzida pela 6-OHDA em modelos animais de DP (BAGGA; DUNNETT; FRICKER,
2015; BOIX; PADEL; PAUL, 2015; TRONCI et al., 2012).

A anfetamina € um agonista indireto dopaminérgico que aumenta os niveis de dopamina
extracelular. O efeito rotacional induzido por anfetamina esta relacionado a sua capacidade de
estimular o sistema nigroestriatal intacto a liberar dopamina, o que intensifica a assimetria
dopaminérgica entre os lados contra e ipsilateral a lesdo. Desta forma, 0s animais tendem a
apresentar rotagdes para o lado ipsilateral a lesdo (CALIPARI; FERRIS, 2013; JERUSSI;
GLICK, 1974; UNGERSTEDT; ARBUTHNOTT, 1970).
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Ratos submetidos ao modelo de DP induzido pela injecdo unilateral de 6-OHDA no MFB
apresentam um aumento do numero de rotacdes ipsilaterais ao lado da injecdo apds a
administracdo de anfetamina (DE JESUS-CORTES et al., 2015; TORRES et al., 2011). No
presente estudo, observamos que o grupo VC+6-OHDA apresentou um aumento do ndmero de
rotacbes induzidas por anfetamina comparado ao grupo controle (grupo VC+SHAM),
corroborando resultados de estudos prévios que utilizaram o mesmo modelo de DP(DE JESUS-
CORTES et al., 2015; TRONCI et al., 2012).

Compostos capazes de reduzir a degeneracdo de células TH+ na SNpc induzida pela 6-
OHDA demonstram capacidade de diminuir o nimero de rota¢fes induzidas por anfetamina,
possivelmente pelo fato de que ao preservar os neurénios dopaminérgicos, estes compostos
também reduzem a assimetria dopaminérgica associada ao comportamento rotacional (DE
JESUS-CORTES et al., 2015). No presente estudo, 0 CA na dose de 50 mg/kg foi capaz de
atenuar a deplecdo de células TH+ na SNpc induzida pela 6-OHDA, o que nos permite inferir
que o CA também seria capaz de reduzir o nimero de rotacGes induzidas por anfetamina. Porém,
ao contrério do esperado, nossos resultados demonstraram que os animais do grupo CA50+6-
OHDA apresentaram um numero maior de rotacBes induzidas por anfetamina quando
comparados ao grupo controle (grupo VC+SHAM) (Figura 17). Este efeito poderia ser explicado
pela capacidade do CA de aumentar a liberacdo de dopamina pelo sistema nigroestriatal intacto e
desta forma, potencializar a assimetria dopaminérgica induzida pela 6-OHDA entre os lados
ipsilateral e contralateral a lesdo. Embora nenhum experimento capaz de comprovar esta hipotese
tenha sido realizado no presente estudo, resultados de estudos prévios indicaram que o CA €
capaz de modular os niveis de monoaminas no SNC (MECHAN et al., 2011; TRABACE et al.,
2011; ZOTTl et al., 2013).

Evidéncia indireta da capacidade do CA de modular os niveis de monoaminas foi
demonstrado em um estudo in vitro, o qual revelou que a administracdo aguda do extrato de
orégano, que tem o CA como seu principal contituinte, causou uma reducdo da recaptacdo e
degradacdo de monoaminas. Este efeito foi associado a acdo do CA sobre o0 SNC, uma vez que
niveis detectaveis de CA foram observados no cérebro de camundongos tratados agudamente
com o extrato, indicando que o CA ¢é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica e atuar
como agente modulador. Além disso, a adicdo do CA ao extrato potencializou a inibicdo da

recaptacdo de serotonina, demonstrando a influéncia do CA no processo de inibicdo de
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recaptacdo de monoaminas (MECHAN et al., 2011). Uma evidéncia direta da capacidade do CA
modular os niveis de dopamina no SNC foi demonstrada em um estudo com ratos, que revelou
que administracdo aguda ou subcrénica de CA causou um aumento significativo dos niveis de
dopamina no cortex pré-frontal de ratos (ZOTTI et al., 2013). Em conjunto, esses resultados
poderiam explicar o efeito do CA no teste de rotacdo induzida por anfetamina, porém mais
estudos sdo necessarios para estabelecer o potencial do CA de aumentar os niveis de dopamina

no sistema nigroestriatal.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem um efeito neuroprotetor do CA sobre as
alteracbes motoras e imunohistoquimicas de ratos submetidos a dois modelos animais de DP
induzidos pela RES e 6-OHDA. Portanto, o CA parece ser um agente farmacologico promissor e
que pode ser considerado um candidato com potencial terapéutico para pacientes com DP. No
entanto, futuros experimentos sdo necessarios para elucidar os mecanismos de acdo do CA

envolvidos no seu efeito protetor, como também para estabelecer seu potencial toxico.
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8 PERSPECTIVAS

Com base em nossos resultados, pretendemos investigar 0s possiveis mecanismos de acao
envolvidos no efeito neuroprotetor do CA observado nos dois modelos animais de DP utilizados
no presente estudo. Para isto, pretendemos avaliar parametros de estresse oxidativo e inflamacao
em ratos submetidos aos modelos descritos e o efeito do CA sobre os mesmos. Além disso,
objetivamos investigar se a administracdo de CA é capaz de aumentar 0s niveis de monoaminas,
principalmente dopamina, no sistema nigroestriatal destes animais. Estudos futuros para avaliar a
farmacocinética e toxicidade do CA também séo considerados, bem como a avaliacdo do efeito
do tratamento do CA associado a L-DOPA, droga primaria utilizada no tratamento da DP. Com
isto, objetivamos aprofundar o conhecimento sobre o potencial neuroprotetor do CA em modelos
animais da DP, bem como adicionar evidéncias cientificas do potencial terapéutico deste

monoterpeno, as quais podem ser de relevancia para o estudo da DP.
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A commentary on

Ewvaluation of Models of Parkinson’s Disease
by lagenag, 5. A, Tripathi, N., Shukia, 5. D, Maiti, &, and Khurana, 5. (2016). Fronf. Newrosci, 8:503.
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In the recently published review article by Jagmag et al. (2016 ), some currently available neurotoodn
based and genetic models of Parkinson's disease (PI)) were described. highlighting the advantages
and disadvantages of preclinical models use to knowledge of PI. The aim of this commentary is to
shed light and to make a2 reflection on some fundamental issues involving the pathophysiology of
P and additionally bring to the discussion the animal model of PI¥ based on the administration
of reserpine (HES).

The pathological hallmark of P} involves the progressive loss of neurons in the substantia nigra
pars compacta (SNpc) (Politis and Micoolini, 2015). However, a large body of evidences implies that
the PI) pathology is 2 multisystemic degenerative process that imolves other neurotransmitters
such as serotonin (5-HT) and norepinephrine (ME) (Deusser et al, 2005 Liv et al, 2015; Politis
and Miccolini, 2015). It hes been demonstrated that the serotonergic system may be the most
critical newrochemical system involved in the pathology of PD, after the dopaminergic system
(Huot and Foor, 2013; Liguor et 21, 2015). Changes in serotonin levels may be a contributing factor
to PI} symptomatology, in particular, non-motor disturbances {Lozne et al , 2013). Patients with PD
show loss of serotonergic neurons in the brainstermn raphe nuclei (Brazk et 21, 2003) and reduced
expression of tryptophan hydroxylase type 2 (TPHZ) in the median raphe nucleus (MoR) {(¥ovacs
et al, 2003). According to Braak staging of PD pathology. serotonergic cell loss in the raphe nuclei is
evident prior to nigrostriatal dopaminergic degeneration. Interestingly, the pattern of serotonergic
loss also seems to be different from that observed in the dopaminergic system (Politis and Loane,
2011). Additionally, other neuronal systems, including noradremergic locus coeruleus, are also
affected in PD (see review in Jellinger, 199%) and they have been linked to non-motor symptoms
of PD) as well. Thereby, these evidences of alterations in the raphe nuclei and catecholamineryic
nuclei highlight the importance of looking beyond the nigrostristzl system in the PD study, in
order to elucidate the underlying mechanisms of deficits of other newrotransmitter systems in
the physiopathology of PI) and provide useful information for the dewelopment of therapeutic

In the paper, [agmag et al {2016) highlight toxins widely used as animal models of PI.
The toxin 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+), active metabolite of MPTPF, is taken up into
dopaminergic ferminals by the dopamine transporter (DAT) showing the high affinity for
dopaminergic vesicles (Tipton and Singer, 1993; Dawer and Preedborski, 2003). According Andrew
et al (1993], 6-hydroxidopamine {6-OHDA) & elevated in the urine and stristum of L-DOPA
treated PD} patients, suggesting that 6-0HDA may be an endogenous neurctoxin. This toxin is
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Articulo Original | Original Article
Attenuation of motor deficits by hyvdroethanolic extract of Poincianella
pyramidalis in a Parkinson’s disease model

enfermedad de Parkanson]
Livia Crizstina K. F. Lins', Marina F. Souza', Eachel B. Cintra', Katty Anne A, L. Medeiras',
Matheus Macédo-Lima®?, Sabrina Z. C. Moraes', Charles 5. Stevam’, Grace Kelly AL Almeida’,
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Abstract: The present stady aimed to evaluate the possible nemroprotective effect of the hydrosthanalic extract of Poincimella pyramidaiz
(EHPg) (Tul) L. P. Qrueiroz (Fabaceas]), mmiamcphnhmim“uﬂmﬂanhnl conmonly wsed in folk medicine, on the mertor
deficits indoced by repeated treatment with resarpine (RES) in rats. Adult male Wistar rafs received 10 s.c. injections of 0.1 mep'kg RES or
wehicle (VE), my#ﬂh.mdhlylp injections daily of HEPp (25 mg'ks) or vehicle (VE). Throughout treatment, catalepsy bebavior and
ol movements were scored After behawvioral tests, superowide disomutaze (S0D) and catalase (CAT) activities were evalmied m the
prefrontal cortex, hippommpus and striaium. FES treatment induced a progressive inoease of catalepsy time in the treated group compared
to comrol groups starting at day 15, BES also increased the number of vaouons chewing movements, tongue protrosions and duraton of
farial teitching. Treatment with HEPp attermated the motor deficit in the catalepsy test and delayed the onset of oral movements induced by
RES. No signifiant chanpes were gbsarved in the antioxidant assay. Taken together, these results show a beneficial effect of HEPp on
modtor deficts mduced by reserpme. supgesting a nemopratective effad m a @t meded of PT.

Eeywonds: Nahural Products; Orxidative stress; Motor symptoms; reserpine; Pardinson’s disease.

Eesumen: El presents estadio tove como ohjetive evaluar el posible efecte neqroprotector del mrmhtmkmﬂmm
p}vm&;ﬂ(ﬂ[ﬂp}{hﬂjLPQﬂcﬂﬁFﬂmﬁl mhsd!ﬁ:tmmn&spudm:mhlt&m (RES) en
ratas. Batas Wistar machos adultes recibisron 10 inyeccionss (5.c)) de 0,1 mg'kg de RES o vehiculo (VR a cada 48 b, y inyeccionss (Lp.)
diarias d= EHPp (25 mgks) o vehiculo (VE). Dmnnmd:dmmmoseuhmdmmmﬁ b caf@lepsia v movinenfos.
WM&W&WMMMHWMM}YMW&M{Mﬁmh
corteza prefontal, el hipocampo v el cusrpo estriado. Fl ratamisnto con EHPp atenuo el deficit motor en &l ensayo de catalepsia y el retraso
en &l comienzo de los movimientos orles inducidos por BES. Mo se obsenaron cambios significativos en el ensayo antiowidante. Estos
resltados mmsstran un eferto beneficicss de EHPp en deficts motores inducides por BES, sugiriends un efecio neroprotector e un
modelo de enfermedad de Padkinson.
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Dear SirMadam,

I worked with Livia Lins for the last year in my laboratory, beginning in the fall of 2015, During
her tenure in my laboratory, she leamed a vanety of behavioral tests, stereotaxic surgery, western
blot technique and microdialysis in rat and mouse models of PD. She contributed to at least 2
papers and will contimue analysis for at least 1 more paper.

She did an outstanding job in the laboratory both in terms of leaming new methodologies and
being productive. At a personal level, it was a pleasure for me and members of my laboratory to
interact with her.

Sincerely,

n | |' Iy
:"."'x'l A e ~
nandakumar-narayanani@uiowa.edu
Assistant Professor, Neurclogy
University of lowa

319-353-5698
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