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RESUMO

AVALIACAO DO POTENCIAL NEUROPROTETOR DO BETA-CARIOFILENO EM
MODELO MURINO DE DOENCA DE PARKINSON INDUZIDO POR 6-
HIDROXIDOPAMINA

A doenca de Parkinson (DP) é tradicionalmente classificada como uma desordem motora
caracterizada por tremor em repouso, rigidez muscular, instabilidade postural e bradicinesia.
Tais sintomas ocorrem e funcdo da perda progressiva de neurdnios dopaminérgicos presentes
na substancia negra pars compacta (SNpc) e consequente diminuigéo de dopamina no estriado
(STR). A busca por alternativas terapéuticas que possam interromper ou retardar o curso
temporal de neurodegeneracgdo na DP € essencial para promover uma melhor qualidade de vida
aos pacientes. Assim, investigamos se o beta-cariofileno (BCP) possui efeitos neuroprotetores
em modelo murino de DP induzido por 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Para tal, realizamos
testes comportamentais como teste de rota¢6es induzidas por apomorfina e teste de exploracdo
em campo aberto, mensuramos a densidade Optica de fibras estriatais, quantificamos neurdnios
e microglias na SNpc por estereologia e avaliamos a capacidade antioxidante total do STR e
mesencefalo. Nossas evidéncias demonstram que o BCP: reduziu o grau de neurodegeneracdo
induzido por 6-OHDA, melhorou o desempenho motor, protegeu fibras estriatais e neurdnios
dopaminérgicos, além de diminuir a ativacdo microglial na SNpc. Entretanto, ndo alterou a
capacidade antioxidante total no STR e mesencéfalo. Dessa forma, o BCP demonstrou um
potencial efeito neuroprotetor no modelo de DP induzido por 6-OHDA, que merece ser melhor
caracterizado para futuras aplicagdes translacionais.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson; Neuroprotecdo; Beta-Cariofileno; 6-hidroxidopamina.



ABSTRACT

EVALUATION OF BETA-CARYOPHYLLENE NEUROPROTECTIVE POTENTIAL
IN THE 6-HYDROXYDOPAMINE MURINE MODEL OF PARKINSON’S DISEASE

Parkinson’s disease (PD) is classified as a motor disturbance characterized by resting tremor,
muscular rigidity, postural instability and bradykinesia. These symptoms are caused by
progressive loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta (SNpc) and
consequently depletion of dopamine on striatum (STR). The search for new therapeutical
approaches that may delay or interrupt the neurodegeneration in PD is essential to promote a
better quality of life for patients. Thus, we investigated whether beta-caryophyllene (BCP) has
neuroprotective effects in the 6-OHDA murine model of PD. Then, we performed behavioral
tests such as apomorphine-induced rotations and exploration in the open field, we measured the
optical density from STR fibers, quantified neurons and microglia in the SNpc through
stereology and evaluated the total antioxidant capacity from STR and midbrain. Our evidence
demonstrates that BCP reduced the degree of neurodegeneration induced by 6-OHDA,
improved motor performance, protected striatal dopaminergic fibers, protected dopaminergic
neurons and reduced microglial activation in the SNpc. But did not alter the antioxidant capacity
in the STR and midbrain. Hence, BCP treatment has a potential neuroprotective effect in this
mouse model of PD, which deserves to be better characterized for translational application.

Keywords: Parkinson’s disease; Neuroprotection; Beta-Caryophyllene; 6-hydroxydopamine.
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1. INTRODUCAO

1.1 ADOENCA DE PARKINSON

Dois séculos se passaram desde que James Parkinson descreveu pela primeira vez uma
das desordens neurodegenerativas mais comuns e, que compromete, principalmente, o controle
do movimento (PARKINSON, 1817). A perda progressiva de neur6nios dopaminérgicos
presentes na substancia negra pars compacta (SNpc) é o principal fator responsavel pelo
aparecimento de sintomas como tremor em repouso, rigidez muscular, bradicinesia e
instabilidade postural, que compreendem a sintomatologia classica da doenca de Parkinson
(DP).

A DP é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum no mundo, que acomete cerca
de 2% da populagdo mundial com idade acima de 70 anos (POEWE et al.,, 2017).
Tradicionalmente classificada como uma desordem do movimento, o diagndstico ainda €
baseado nas caracteristicas clinicas apresentadas pelo paciente (PRZEDBORSKI, 2017).
Contudo, o fen6tipo motor ndo representa a complexidade que é a DP, pois sintomas ndo
motores tais como hiposmia, distdrbios do sono, ansiedade, depressdo, deméncia e outros
declinios cognitivos podem aparecer, comprometendo ainda mais a qualidade de vida do
paciente. Ademais, precedem por anos ou décadas o surgimento dos primeiros sintomas
motores, de modo que sdo classificados como sintomas pré-motores, evidenciando que a DP ¢
altamente complexa e a sintomatologia motora representa apenas um de seus aspectos (BRAAK
et al., 2003; LANGSTON, 2006; AARSLAND et al., 2017; SCHAPIRA et al., 2017).

Os mecanismos subjacentes a neurodegeneracdo do sistema nigroestriatal ainda
possuem lacunas que necessitam de mais investigacbes quanto ao surgimento e
desenvolvimento da DP. Contudo, mecanismos como deposi¢do de a-sinucleina associadas a
outras proteinas que formam os corpos de Lewy, disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo e
neuroinflamacdo sdo alguns dos fatores comprovadamente envolvidos na fisiopatologia da
doenca (MICHEL et al., 2016; POEWE et al., 2017), como sera tratado adiante.

1.2 MECANISMOS CELULARES ENVOLVIDOS NA DP

Inclusdes citoplasmaticas ricas em o-sinucleina e ubiquitina, tambem denominadas de
corpos de Lewy, sdo encontradas tanto no corpo celular quanto em neuritos de neurbnios

dopaminérgicos residentes na SNpc e sistema nervoso periférico na DP. Acredita-se que 0



acumulo de espécies de a-sinucleina mal enoveladas possa induzir alteragdes intracelulares que
causam danos & homeostasia neuronal, como alteracdo no sistema de trafego de vesiculas
intracelulares, disfuncdo mitocondrial, comprometimento dos mecanismos de autofagia, com a
contribuicdo adicional de outros fatores como o envelhecimento, vulnerabilidade neuronal
seletiva e ativagdo microglial (MICHEL et al., 2016; WONG e KRAINC, 2017; ROCHA et al.,
2018).

Nos terminais pré-sinapticos, onde ocorre maior expressao na regulacéo da liberacdo de
vesiculas sinépticas, a presenca de espécies toxicas de a-sinucleina compromete o trafego de
vesiculas ao longo do neur6nio, assim como reduz a quantidade de vesiculas e interfere na
liberacdo de neurotransmissores na fenda sinaptica. Além de problemas na sinapse, disfungdes
do reticulo endoplasmatico e aparelho de Golgi também sdo consequéncias da toxicidade da a-
sinucleina (WONG e KRAINC, 2017).

Considerando a neuropatologia evidenciada na DP através dos agregados de a-
sinucleina, Braak e colaboradores (2003) analisaram histologicamente encéfalos de pacientes
diagnosticados com DP e de individuos sem a doenca, e propuseram seis estagios
neuropatoldgicos de acordo com a deposicao de agregados de a-sinucleina. Nos estagios 1 e 2
os agregados localizam-se predominantemente no bulbo olfatorio e no nacleo dorsal dos nervos
vago e glossofaringeo, nos estagios 3 e 4 atinge a SNpc e regido CA2 hipocampal; e com a
progressao da doenca alcanca areas neocorticais como o cOrtex temporal, insular e cingulado
anterior, caracterizando os estagios 5 e 6 (BRAAK et al., 2003; POSTUMA e BERG, 2016).

A disfuncdo mitocondrial e o estresse oxidativo também estdo relacionados ao
comprometimento da atividade da cadeia transportadora de elétrons, como o complexo
mitocondrial I, que reduz as concentracdes de trifosfato de adenosina (ATP), sendo uma
alteracdo bioquimica restrita da SNpc de pacientes com DP (SCHAPIRA, 2007). Dessa forma,
problemas na respiracao celular ocasionam em aumento das concentracdes de espécies reativas
de oxigénio (EROs), como radicais hidroxil, peroxido de hidrogénio e anion superoxido, além
de diminuicéo da capacidade antioxidante que culminam em dano celular ao reagirem com o0s
componentes celulares (DAUER e PRZEDBORSKI, 2003; BLESA et al., 2015; KIM et al.,
2015; PRZEDBORSKI, 2017).

Outro mecanismo importante na DP e a neuroinflamacdo, que esta intimamente
relacionada a danos neuronais através de estresse oxidativo exacerbado e ativacdo de células

gliais como astrocitos e micrdglias, que quando ativadas liberam fatores pré-inflamatérios e



neurotoxicos culminando em processos neurodegenerativos (LEE et al., 2019). Ademais, as
células gliais ativadas apresentam morfologia diferenciada durante 0s processos
neuroinflamatérios (RANSOHOFF, 2016).

Além dos aspectos morfoldgicos apresentados pelas células microgliais, ha a producéo
e liberacdo de fatores pro-inflamatdrios como citocinas, quimiocinas e EROs, que atuam na
manutencdo do processo neuroinflamatdrio e ativam vias de sinalizacdo para morte celular,

sendo uma das principais caracteristicas neuropatologicas na DP (LEE et al., 2019).

1.3 TRATAMENTO FAMACOLOGICO “PADRAO-OURO” PARA DP

Atualmente, o tratamento farmacoldgico para DP ¢ paliativo e atua somente sobre 0s
sintomas motores através da reposicdo de dopamina no estriado, que restaura a
neurotransmissdo perdida com o progresso da neurodegeneracgdo. O principal farmaco utilizado
no tratamento de sintomas motores da DP € um precursor da dopamina, a 3,4-diidroxi-L-
fenilalanina (L-DOPA). A dopamina € sintetizada a partir da L-tirosina, que é metabolizada
pela enzima tirosina hidroxilase (TH) em L-DOPA. Posteriormente a L-DOPA é convertida em
dopamina através da enzima DOPA descarboxilase. Assim, com a administracdo de seu
precursor, os niveis de dopamina sdo restaurados desde que haja terminais axonais
dopaminérgicos ainda funcionantes. Essa ainda é a principal alternativa farmacoldgica para
tratamento dos sintomas motores, melhorando a qualidade de vida dos pacientes no inicio da
doengca (MERCURI e BERNARDI, 2005; WHITFIELD et al., 2014).

Embora o tratamento com a L-DOPA seja eficiente por um tempo, apds 5-10 anos o
tratamento deixa de ser efetivo e leva o paciente a um estado irreversivel de discinesia, além de
ndo retardar a progressdo da neurodegeneracdo (LANE, 2019). Assim, a busca por novas
estratégias terapéuticas que visem interromper a progressdo da neurodegeneracdo na DP é de
fundamental importancia e, na busca por novas alternativas farmacoldgicas, os modelos animais
de DP tém sido utilizados para investigacOes acerca de mecanismos neurodegenerativos

intrinsecos da doenca.

1.5 MODELOS ANIMAIS QUE UTILIZAM TOXINAS

Modelos animais de parkinsonismo sdo de fundamental importancia tanto para
investigacdo de mecanismos fisiopatogénicos da DP como para se testar novas abordagens

terapéuticas. Entre os diversos metazoarios utilizados experimentalmente, roedores e primatas
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sd80 os mais usados por compartilharem as mesmas bases neurobioldgicas (BLANDINI e
ARMENTERO, 2012; BOVE e PERIER, 2012; BLESA e PRZEDBORSKI, 2014). Dentre os
modelos mais utilizados estdo aqueles induzidos por toxinas, cujos principais serdo descritos a

sequir.
1.5.1 MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina)

Um dos modelos experimentais classicos de DP é baseado na administracdo sistémica
de MPTP que resulta em toxicidade seletiva aos neurénios dopaminérgicos (DAUER e
PRZEDBORSKI, 2003).

Devido a sua alta lipofilicidade, o MPTP ¢é capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica (BHE) e nos astrocitos é transformado em seu composto ativo, 1-metil-4-
fenilpiridina (MPP™) pela acdo da enzima monoamina oxidase B (MAO-B). Uma vez liberado
no meio extracelular, o MPP* é internalizado pelos neurdnios dopaminérgicos através dos
receptores de dopamina (DAT), que blogueia o complexo mitocondrial | da cadeia
transportadora de elétrons e ocasiona alteracfes metabolicas que culminam em morte celular
por apoptose (BLANDINI e ARMENTERO, 2012; BOVE e PERIER, 2012).

O modelo que utiliza o MPTP ainda é um dos mais empregados para investigacdes de
mecanismos caracteristicos da DP, pois ele mimetiza 0 comprometimento severo e irreversivel
da via nigroestriatal, além de ser um modelo que possui resposta positiva ao tratamento com L-
DOPA. Entretanto, limitacdes como espécie animal utilizada e vias de administracdo devem ser
consideradas. Enquanto camundongos e primatas sdo apropriados quando se utiliza a via
sistémica, ratos ndo apresentam respostas consistentes frente a toxicidade do MPTP. A auséncia
de corpos de Lewy representa uma desvantagem do modelo, assim como os altos niveis de
biosseguranca que sdo imprescindiveis para intoxicacdo dos animais, visto que 0 MPTP é um
composto extremamente toxico para humanos (LANGSTON et al., 1983; BLESA e
PRZEDBORSKI, 2014).

1.5.2 Rotenona

A rotenona (ROT) é uma molécula altamente lipofilica encontrada na raiz de algumas
espécies de plantas que sdo usadas como pesticidas naturais e ndo necessita de DAT para entrar
em neurdnios dopaminérgicos. Seu mecanismo de agdo é através da inibicdo sistémica da

fungdo mitocondrial pelo blogueio da atividade do complexo mitocondrial |1 da cadeia
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transportadora de elétrons, ocasionando uma deplecdo de ATP (BETARBET et al., 2000;
BLANDINI e ARMENTERO, 2012).

Betarbet e colaboradores (2000), administraram ROT em ratos da linhagem Lewis de
maneira cronica (5 semanas) por via intravenosa e mostraram que ocorre alto grau de
degeneracdo da via nigroestriatal, além da presenca de inclus@es citoplasmaticas semelhantes
aos corpos de Lewy, contendo ubiquitina e a-sinucleina.

Entretanto, logo algumas criticas foram levantadas acerca da sua reprodutibilidade, a
medida em que se constatou que havia grande variabilidade na resposta individual dos animais,
com oscilagdes no grau de degeneracdo da via nigroestriatal e auséncia de seletividade na morte
neuronal, com prejuizo a outras populacdes neuronais de diferentes regiGes encefalicas
(HOGLINGER et al., 2003; HOGLINGER et al., 2006).

1.5.3 6-OHDA (6-hidroxidopamina)

H& mais de 50 anos a 6-OHDA é empregada para investigacdes dos mecanismos
subjacentes & DP (UNGERSTEDT, 1968). E um modelo classico de DP que provoca
degeneracdo progressiva da via nigroestriatal, associada a alteragdes comportamentais (IANCU
et al., 2005), bioquimicas (ALVAREZ-FISCHER et al., 2008; CARLSSON et al., 2011;
RIBEIRO et al., 2013; STAYTE et al., 2015), metabodlicas (IM et al., 2016) e celulares que
representam diferentes aspectos da fisiopatologia da doenca. Além da perda neuronal,
representada pelas aferéncias dopaminérgicas no estriado (STR) e corpos celulares de neurénios
dopaminérgicos na SNpc, podem ocorrer alteragbes quantitativas e morfolégicas de células
gliais, sendo astrdcitos e micrdglias protagonistas de tais alteragdes (STOTT e BARKER,
2014).

A 6-OHDA é um analogo hidrolisado da dopamina, é encontrada no encéfalo de
pacientes post mortem e possui alta afinidade pelos DAT de neurdnios dopaminérgicos
presentes no STR e na SNpc. Uma vez que a 6-OHDA ndo ultrapassa a BHE, é necessario
injecdo diretamente no encéfalo através de cirurgia estereotaxica, onde podemos escolher a
regido encefalica na qual a neurotoxina sera administrada, como a propria SNpc, STR, o feixe
prosencefalico medial (MFB) ou o bulbo olfatorio (OB). Contudo é imprescindivel considerar
0 curso temporal de degeneracdo e a taxa de mortalidade para cada protocolo (SAUER e
OERTEL, 1994; BLANDINI e ARMENTERO, 2012; HEUER et al., 2012; HOGLINGER et

al., 2015). A Figura 1 mostra uma seccdo sagital do encéfalo de camundongo com dupla
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marcacao para tirosina hidroxilase (TH) e nucleo neuronal (NeuN) para ilustrar a anatomia do
sistema catecolaminérgico, evidenciando os locais onde a 6-OHDA pode ser injetada como a
SNpc, STR, MFB e OB.

w‘/—-\ /’//
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VTA
MFB S‘ng _ 3:
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Figura 1: Seccdo sagital do encéfalo de camundongo com dupla marcagdo para tirosina hidroxilase (TH, parpura)
e nacleo neuronal (NeuN, marrom) evidenciando a localizagdo de neurdnios dopaminérgicos na SNpc e VTA no
mesencéfalo, assim como suas proje¢des axonais através do MFB, STR, Acbh e OT. PGL e OB também contém
neurdnios dopaminérgicos. Escala: 1 mm. Acb = nicleo acumbens; MFB = feixe prosencefalico medial; OB =
bulbo olfatério; OT = tubérculo olfatério; PGL = camada periglomerular; RRF = zona retrorubral; SNpc =
substancia negra pars compacta; STR = estriado; VTA = &rea tegmentar ventral.

Fonte: Processamento histoldgico e fotomicrografia foram elaborados pelo autor.

O mecanismo de toxicidade da 6-OHDA inicia-se a partir de sua entrada nos neurénios
dopaminérgicos através dos DAT. Uma vez no meio intracelular ocorre a auto-oxidacao da 6-
OHDA, onde ha geracdo de EROs, tais como perdxido de hidrogénio (H202), anions superéxido
e radicais hidroxil (BLANDINI e ARMENTERO, 2012; BOVE e PERIER, 2012). Tais
processos culminam em morte celular programada pela ativagdo de caspase-3 em modelos
baseados em injecdo de 6-OHDA no STR (STOTT e BARKER, 2014). Inje¢6es no MFB ou na
SNpc induzem maior taxa de mortalidade e causam maior debilidade aumentando o periodo
necessario para a recuperacdo dos animais (HEUER et al., 2012). A inibicdo do complexo
mitocondrial também é um mecanismo intrinseco no modelo de 6-OHDA, ocasionando também
morte celular a partir do comprometimento do funcionamento da cadeia transportadora de
elétrons e consequente alteracdo nos niveis de ATP e producdo de EROs (CHOI et al., 1999;
SCHOBER, 2004; BLANDINI e ARMENTERO, 2012).
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Modelos que utilizam injecBes unilaterais de 6-OHDA no encéfalo de roedores
permitem, até certo ponto, o acompanhamento do grau de degeneracdo causado pela
neurotoxina através do comportamento rotacional farmacologicamente induzido por
apomorfina ou anfetamina, onde o nimero de rotacdes correlaciona-se diretamente ao grau de
lesdo da via nigroestriatal (UNGERSTEDT, 1976; SCHWARTING e HUSTON, 1996a).

Assim como o modelo que utiliza MPTP, o modelo de 6-OHDA néo produz corpos de
Lewy, sendo uma de suas desvantagens. Além disso, como a 6-OHDA oxida rapidamente, logo
é necessario que ela seja diluida em solucéo contendo &cido ascorbico para que nédo seja oxidada
de modo a garantir sua integridade molecular e a fidedignidade do modelo (BOVE e PERIER,
2012).

1.6 SISTEMA ENDOCANABINOIDE E BETA-CARIOFILENO (BCP)

H& milénios que a planta Cannabis sativa é conhecida por seus efeitos psicotropicos e
medicinais. Atualmente ja foram identificados mais de 120 compostos denominados de
fitocanabindides, e dentre os mais abundantes estdo o A-tetraidrocanabinol (THC), canabidiol
(CBD), canabinol (CBN), canabigerol (CBG), dentre outros. Destes, 0 THC e seu metabdlito
CBN, possuem atividade psicoativa, atuando em receptores especificos do sistema
endocanabintide (MORALES et al., 2017).

O sistema endocanabindide compreende uma rede de sinalizacdo intracelular composta
por receptores canabindides do tipo | e 11 (CB1R e CB2R, respectivamente), que sao receptores
acoplados a proteina G e quando ativados por ligantes enddgenos (endocanabindides) como a
N-aracdoniletanolamina (anandamida, AEA) e o 2-aracdonilglicerol (2-AG) desencadeiam
diversas funcdes intracelulares (DI MARZO, 2008).

Particularmente, os CB2R estdo distribuidos em diferentes areas do encéfalo (ZHANG
etal., 2014; LI e KIM, 2015; SIERRA et al., 2015) e a ativacao deles por agonistas especificos
¢ capaz de modular as atividades neuronais de modo a modificar comportamentos de
locomogéo, recompensa e motivagéo, constituindo novos alvos para o tratamento de desordens
no SNC (ZHANG et al., 2014).

Os CB2R tém sido investigados como um novo alvo terapéutico na DP devido a sua
funcdo de neutralizacdo de estresse oxidativo, a partir do restabelecimento de enzimas
antioxidantes, inibicdo de peroxidagdo lipidica e de neuroinflamac&o, através da reducdo na

ativacdo microglial e astrocitaria na SNpc e no STR de roedores. Assim, a ativa¢do dos CB2R
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tornou-se um potencial alvo anti-inflamatorio, por inibir os ciclos de neuroinflamacéo e por
preservar a homeostase neuronal (RAMIREZ et al., 2005; PALAZUELOS et al., 2009; PRICE
et al., 2009; SAGREDO et al., 2009; GOMEZ-GALVEZ et al., 2016; JAVED et al., 2016;
OJHA et al., 2016).

Entre os diversos fitocanabindides encontrados na C. sativa com afinidade pelo CB2R
esta o beta-cariofileno (BCP) (GERTSCH et al., 2008). Além da C. sativa, 0 BCP esta presente
em diversas plantas aromaticas e comestiveis, como grdos de pimenta (Piper nigrum), erva-
cidreira (Melissa officinalis), cravinho (Syzygium aromaticum), ldpulo (Humulus lupulus)
(RUSSO, 2016) e em abundancia (40,9%) no oleo-resina de Copaifera reticulata Ducke
(VEIGA JUNIOR et al., 2007; GUIMARAES-SANTOS et al., 2012).

Considerando que ativacdo de CB2R modula atividades celulares e comportamentais,
Guimardes-Santos e colaboradores (2012) utilizaram 6leo-resina de C. reticulata Ducke em
modelo de lesdo excitotoxica no cortex motor de ratos e mostraram que o tratamento com 6leo-
resina foi capaz de reduzir ativacdo microglial, que € indicadora de processos inflamatorios,
além de diminuir estresse oxidativo, diminuindo a &rea de lesdo. Tais evidéncias foram
atribuidas ao BCP.

Os efeitos mediados pelos CB2R foram investigados em modelo in vivo da DP induzido
por rotenona, onde o tratamento com BCP reduziu os niveis de citocinas pré-inflamatérias e
mediadores inflamatérios. Além de proteger neur6nios dopaminérgicos na substancia negra e
subsequente reducdo na ativacdo microglial, demonstrando efeito terapéutico frente a

neurodegeneracdo induzida por rotenona (JAVED et al., 2016).

Embora os efeitos neuroprotetores do BCP estejam associados a modulacao de CB2R,
em modelo in vitro utilizando células de feocromocitoma (células PC12) mostrou que o BCP
aumenta a sobrevivéncia celular, induz fatores troficos e aumenta a neuritogénese por
mecanismos independentes dos CB2R (SANTOS et al., 2017).

Além disso, ainda sdo escassos na literatura evidéncias que demonstrem que o BCP e 0s
CB2R possam ou ndo influenciar atividades em nivel celular, assim como em niveis
comportamentais em modelos de doencas neurodegenerativas. Considerando 0s mecanismos
celulares subjacentes a DP, como neuroinflamac&o e estresse oxidativo, 0 BCP pode ser uma

alternativa terapéutica promissora.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se 0 BCP possui efeito neuroprotetor em modelo murino de DP.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar se 0 BCP diminui o grau de leséo provocado pela 6-OHDA;

- Avaliar se o BCP reverte 0 prejuizo motor ocasionado pela degeneracdo da via

nigroestriatal provocado pela 6-OHDA,;
- Avaliar se 0 BCP protege terminais dopaminérgicos no STR ap0s injecdo de 6-OHDA,;
- Avaliar se o BCP protege neurdnios presentes na SNpc;

- Avaliar se o BCP possui efeito anti-inflamatorio mensurado a partir do namero de

microglias na SNpc;

- Avaliar se o BCP altera a capacidade antioxidante total no STR e mesencéfalo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS

Foram utilizados 40 camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss machos com
idade de 10 semanas e pesando entre 40-45 g, que foram provenientes do Biotério do Instituto
Evandro Chagas (Ananindeua, Pard). Os animais permaneceram em caixas (5 animais por
caixa) com microambiente isolado (ALESCO® AL21) com temperatura e umidade relativa do
ar controlada (24 £ 2°C; 60%), em ciclo claro/escuro de 12/12h, onde alimentacdo e agua
ficaram disponiveis ad libitum. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Para (CEUA/UFPA) sob
parecer N°. 9287231117 (ANEXO A). Os animais foram manipulados segundo os “Principles
of Laboratory Animal Care” (National Institutes of Health - NIH) nas dependéncias do
Laboratorio de Neuropatologia Experimental (LaNEXx), Hospital Universitario Jodo de Barros
Barreto da UFPA.

Os animais foram divididos em 4 grupos, de acordo com o conteudo injetado no estriado,
assim como a forma de tratamento por via oral, por gavagem, administrada, como descrito

abaixo:

(i) Veiculo/Veiculo (N = 7): recebeu injecdo intraestriatal unilateral de solugdo contendo

acido ascorbico e foi tratado com azeite de oliva;

(ii) Veiculo/BCP (N = 9): recebeu injecdo intraestriatal unilateral de &cido ascérbico e
foi tratado com BCP;

(if) 6-OHDA/Veiculo (N = 12): recebeu injecéo intraestriatal unilateral de 6-OHDA e

foi tratado com azeite de oliva;

(iv) 6-OHDA/BCP (N = 13): recebeu injecéo intraestriatal unilateral de 6-OHDA e foi
tratado com BCP.

3.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Todos os animais foram submetidos a cirurgias estereotaxicas para injecdo de solugéo
veiculo ou 6-OHDA. Apos as cirurgias estereotaxicas iniciou-se o tratamento com azeite oliva
ou com BCP (50 mg/kg), ambos administrados por via oral, com duracgéo de 7 dias. Os animais

foram submetidos a testes comportamentais para avaliagdo do grau de lesdo provocada pela 6-
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OHDA através do teste de rotacBes induzidas por apomorfina (14° e 27° dia) e teste para
avaliacdo da capacidade motora como o teste de exploragdo em campo aberto (25° e 26° dia).

O tempo de sobrevida foi de 28 dias apds as cirurgias estereotaxicas (Figura 2).

Delineamento experimental
Cirurgias
estereotixicas
JR Perfusio

— ] l o Dias
| I o>——®
7 14 21 28

® Apomorfina @ Campo aberto

-

Figura 2: llustracdo esquemdtica do delineamento experimental. No primeiro dia, realizamos cirurgias
estereotdxicas para injecdo intraestriatal de solucéo veiculo ou 6-OHDA. O tratamento iniciou ainda no mesmo
dia da cirurgia e seguiu durante 7 dias (barra horizontal na cor cinza). No 14° e 27° dia, foi realizado o teste de
rotacdes induzidas por apomorfina (circulo de cor azul). No 25° e 26° dia, realizamos o teste de exploracdo no
campo aberto (circulos na cor verde). E no ultimo dia (28° dia), fizemos os procedimentos de eutanasia através de
perfusdo intracardiaca.

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando a plataforma Mind the Graph (verséo livre - https://mindthegraph.com/) e
Adobe Photoshop CC 2018.

3.3. CIRURGIAS ESTEREOTAXICAS

Todos os animais foram operados para injecdo de solucdo veiculo contendo acido
ascorbico (Sigma-Aldrich®/A4544) ou 6-OHDA (Sigma-Aldrich®/H4381) no estriado dorsal
esquerdo. Previamente, os animais foram anestesiados por via intraperitoneal (i.p.) com solugéo
contendo cloridrato de cetamina (Dopalen®) na dose de 100 mg/kg e cloridrato de xilazina
(Dopaser®) na dose de 10 mg/kg diluidos em NaCl 0,9%. Apds certificacio de anestesia
profunda, cada animal teve sua cabeca fixada em aparelho estereotaxico (Insight®/EFF-333).
Posteriormente, foi realizada a tricotomia, seguida de higienizacéo da pele na regido da cabeca
com alcool iodado, onde foi feito uma pequena incisao para expor o cranio. Para a localizagédo
do estriado foram utilizadas as seguintes coordenadas estereotaxicas: anteroposterior (AP) +
0,8 mm e médio-lateral (ML) + 2,1 mm, ambas a partir do bregma e dorsoventral (DV) — 3,2

mm a partir da dura mater, baseadas no Atlas de Estereotaxia para camundongos (PAXINOS e
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FRANKLIN, 2001). A solucéo veiculo, &cido ascérbico 0,2 mg/mL, foi diluida em NaCl 0,9%
e a 6-OHDA, na concentracdo de 10 pg, foi diluida na solucéo veiculo. O volume injetado foi
de 2 pL (5 pg/uL de 6-OHDA) na velocidade de 0,5 pL/min. A agulha foi mantida no local da
injecdo por 5 minutos e, apds esse periodo, foi removida lentamente para evitar refluxo.
Posteriormente, a incisdo foi suturada e administramos pomada cicatrizante e epitelizante para
auxiliar na cicatrizagdo. Apos os procedimentos cirdrgicos, os animais foram transferidos de

volta as suas gaiolas para recuperacao.

Abaixo, a Figura 3 mostra de maneira esquematica o local de injecao de solucdo veiculo

ou 6-OHDA no estriado dos camundongos.

Veiculo ou o — —
6-OHDA

-
- -
—————-—
-
-

____________________

{ AP:+0,8 mm |
iML:+2,1mmi

Figura 3: llustracdo esquematica do posicionamento do animal no equipamento estereotaxico e, em destaque, 0
local de injecéo intraestriatal de solugdo veiculo ou 6-OHDA através de cirurgia estereotaxica, seguidos das
coordenadas utilizadas durante as cirurgias.

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando a plataforma Mind the Graph (verséo livre - https://mindthegraph.com/) e
Adobe Photoshop CC 2018.

3.4. TRATAMENTO COM BCP

O BCP (Sigma-Aldrich®/W225207) foi diluido em azeite de oliva e administrado por
via oral (gavagem). A concentragdo de BCP empregada foi de 50 mg/kg, previamente descrita
(GERTSCH et al., 2008; AL MANSOURI et al., 2014; BAHI et al., 2014; JAVED et al., 2016;
OJHA et al., 2016; ALBERTI et al., 2017). O volume de solucdo contendo BCP, assim como
veiculo (azeite de oliva) foi administrado na relacao de 0,05 mL a cada 10 g de massa corporea

do animal.

O tratamento (BCP ou veiculo) foi iniciado 2 horas apds a injecdo intraestriatal
unilateral de solugéo veiculo ou 6-OHDA e teve duracdo de 7 dias, obedecendo 0 curso
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temporal de degeneragéo da via nigroestriatal induzido pela 6-OHDA em camundongos, de
modo que o tratamento se sobrepusesse & neurodegeneragdo que ocorre nos primeiros 7 dias
apos injecdo intraestriatal de 6-OHDA (ALVAREZ-FISCHER et al.,, 2008; STOTT e
BARKER, 2014).

3.5. TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes comportamentais descritos a seguir foram empregados para avaliacdo de
alguns aspectos comportamentais intrinsecos no modelo de lesdo unilateral da via nigroestriatal
por 6-OHDA. O primeiro foi o teste farmacoldgico de rotacdes induzidas por apomorfina, que
foi realizado na 22 e 4% semanas ap0s cirurgias estereotaxicas. Em seguida foi realizado o teste
de exploracdo no campo aberto (26° e 27° dia) para avaliacdo da capacidade exploratdria,

motricidade e comportamento semelhante ao ansioso.

3.5.1. ROTACOES INDUZIDAS POR APOMORFINA

O teste de rotagdes induzidas por apomorfina foi realizado para avaliarmos o grau de
degeneracdo da via nigroestriatal através do numero de rotacdes contralaterais provocadas pelo
farmaco. O teste foi realizado na 22 e 42 semanas ap0s cirurgias estereotaxicas (14° e 27° dia),
onde a apomorfina (Sigma-Aldrich®/A4393) foi administrada na concentrago de 0,1 mg/kg por
via subcuténea (s.c.). Logo apds a administracdo de apomorfina, os animais foram colocados
em aparatos circulares medindo 15 cm de diametro e 10 cm de altura. A duracéo do teste foi de
20 minutos, onde foi observado o nimero de rotacdes contralaterais que os animais realizaram
em torno do proprio eixo (Figura 4). Todos os testes foram executados no ciclo claro, nos
mesmos horarios e sob as mesmas condi¢fes de iluminacdo (25-26 lux), medidos com
fotdmetro (Instrutemp®). Os aparatos foram higienizados com élcool etilico a 10% a cada
animal para eliminacdo de pistas olfativas durante a execu¢do dos demais testes. Todos 0s testes
foram filmados e posteriormente analisados para a quantificacio do numero de rotacGes
contralaterais, onde o0s resultados foram expressos em ndmero de rotacGes

contralaterais/minuto.
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Figura 4: llustracdo esquematica do teste de rotac6es induzidas por apomorfina. No lado esquerdo da figura, a via
de administragdo (s.c.) do farmaco (0,1 mg/kg). Ao centro, a representa¢do do aparato utilizado para execugédo do
teste durante o periodo estabelecido de 20 minutos (lado direito da figura).

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando a plataforma Mind the Graph (vers&o livre - https://mindthegraph.com/) e
Adobe Photoshop CC 2018.

3.5.2. EXPLORACAO EM CAMPO ABERTO

O teste de exploracdo em campo aberto foi realizado para avaliacdo da capacidade
exploratoria, motricidade e comportamento semelhante ao ansioso. O aparato consistiu em uma
caixa circular de acrilico com diametro de 30 cm e 30 cm de altura, com a parede na cor cinza
e o fundo na cor preta. O teste foi executado em 2 dias (25° e 26° dia), onde o primeiro dia
serviu como habituacdo no aparato e o segundo serviu para avaliacdo dos parametros
comportamentais como distancia total percorrida, velocidade média, tempo de imobilidade e

andlise de tigmotaxia.

A priori, os animais permaneceram durante 30 minutos na sala de testes
comportamentais para ambientacdo antes de serem expostos ao aparato. Apos o periodo de
ambientacdo, cada animal foi gentilmente colocado no aparato do campo aberto e o teste teve

duracdo de 5 minutos.

Os testes foram executados no ciclo claro, nos mesmos horarios e sob as mesmas
condigdes de iluminagdo (25-26 lux), medidos com fotdmetro (Instrutemp®). O aparato foi
higienizado com alcool etilico a 10% a cada animal para eliminag&o de pistas olfativas. Todos
os testes foram filmados atraves de software de aquisi¢do de videos e posteriormente analisados
no software ANY-maze Video Tracking System, Version 6.12 (Stoeling Co®) para

processamento e analise dos parametros comportamentais.

Com o auxilio do software ANY-maze, foram delineadas zonas dentro do aparato, como
zona central (ZC) com area de 360,32 cm? e zona periférica (ZP) com area de 346,18 cm?. Essa
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divisdo artificial corresponde areas aproximadamente iguais dentro do aparato, onde a ZC
corresponde a 51% e ZP a 49% da area total (706,5 cm?).

A seguir, uma ilustracdo esquematica do aparato do campo aberto e das divisdes
artificiais das zonas (Figura 5) e a interface do software ANY-maze que foi utilizado para as

analises dos videos (Figura 6).

A B

30 cm

2 Zona central (360,32 cm?)
@8 Zona periférica (346,18 cm?)

Figura 5: llustracdo do teste de exploragdo em campo aberto. (A) aparato utilizado para realizacdo do teste. (B)
representacdo esquematica das divisdes artificiais feitas no software ANY-maze, evidenciando a area de cada zona
dentro do aparato.

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando Adobe Photoshop CC 2018.



22

® g e-3 @@ Y-maz exper n Field Test S )

Fe  prorocol  expermenT RIS SULTS ATA VIDEO  OPTIONS  SUPPORT  HELP

Figura 6: Interface do software ANY-maze Video Tracking System (Stoeling Co®). Os animais estdo marcados
digitalmente em azul para delimitacdo da area corporal. O ponto de cor laranja sinaliza a posi¢do do centro do
corpo e o ponto de cor verde sinaliza a posicdo da cabega do animal durante o periodo de analise dos videos. As
zonas do aparato estdo delimitadas pelas circunferéncias na cor laranja e as zonas destacadas na cor verde
demonstram a permanéncia em uma das zonas (ZC ou ZP).

Fonte: Elaborada pelo autor.

A divisdo do aparato em zonas com areas aproximadamente iguais nos permitiu avaliar
com maior precisdo a diferenca na atividade exploratdria do animal em cada uma delas. Assim,
utilizamos a equacdo do indice de contraste para estabelecer uma razdo entre as zonas. Abaixo,
a equacdo é descrita e a utilizamos para analise da distancia e tempo preferencial em cada uma
das zonas (SIQUEIRA-MENDES, 2014).

Ic = [(Xp — Xc) / (Xp + Xc)] * 100, OndEZ

Ic = indice de contraste;

X = parametro que se deseja analisar (distancia ou tempo) durante o periodo de teste;

p = referente & zona periférica;

c = referente a zona central.

O indice de contraste estabelece uma relacdo entre as zonas (central e periférica) e

expressa um valor em percentual que representa a preferéncia pela zona periférica do aparato

em relacéo a atividade exploratdria durante todo o teste.
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3.6. OBTENCAO DE SECCOES HISTOLOGICAS

Ao término dos testes comportamentais 0s animais eutanasiados com uma dose letal de
solugdo anestésica e, posteriormente, foi realizada a perfuséo intracardiaca com tampé&o fosfato
salina (PBS) 0,1% e paraformaldeido (PFA) 4%, ambas as solucdes a 4-8°C e pH 7.2-7.4, que
foram administradas através de bomba peristaltica. Apds a perfusdo, os encéfalos foram
cuidadosamente removidos por craniotomia e, em seguida, foram pds-fixados em PFA 4% (pH
7.2—7.4) por 48 horas em temperatura ambiente e, posteriormente, passaram por crioprotecdo
em sacarose 30% a 4-8°C por 72 horas. Ao término do periodo de crioprotecao, os encéfalos
foram seccionados em cortes coronais com 40 um de espessura a —25°C no criostato (Leica
Microsystems Ltd., CM 1850, Nussloch, Germany). Coletadas em 6 séries, as sec¢des foram
armazenadas em solucdo anticongelante a —20°C para posteriores processamentos adequados a

cada investigacdo histologica.

3.7. IMUNOMARCACOES

Para as marcagdes imunoistoquimicas, as secces foram incubadas free-floating, sob
agitacéo suave por 1 hora em 5% de soro normal jumento (SNJ; Millipore®/S30) para bloqueio
de sitios de ligacdes inespecificas. Posteriormente foram incubadas em anticorpos primarios,
que estdo listados na Tabela 1.

Tabela 1: Anticorpos priméarios utilizados para marcacdes especificas de neurdnios e células gliais por
imunoistoguimica.

Antigeno Fabricante, espécie, n° catalogo Diluicdo
Tirosina hidroxilase (TH) Millipore®, policlonal, rabbit, AB152 1:5.000
Antigeno nuclear neuronal Millipore®, monoclonal, mouse, MAB377  1:10.000
(NeuN)
Molécula adaptadora ligante de Wako Pure Chemical Industries Ltd., 1:10.000
calcio ionizado-1 (IBA-1) policlonal, rabbit, #019-19741

Apos o periodo de incubagdo nos anticorpos primarios, as sec¢fes foram incubadas em
seus respectivos anticorpos secundarios biotinilados: IgG anti-rabbit, 1:500 (Jackson
ImmunoResearch®/711-065-152) ou 1gG anti-mouse, 1:500 (Jackson ImmunoResearch®/715-
065-150). O sinal do epitopo foi amplificado durante 1 hora com o complexo avidina-biotina
(ABC; VECTASTAIN® Elite ABC Kit; 1:200; Vector Laboratories®). As ligacdes entre o
epitopo e os anticorpos foram visualizadas com 3,3’-diaminobenzidina (DAB; Sigma-
Aldrich®/D12384).
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Ao término dos procedimentos imunoistoquimicos, as sec¢des foram montadas em
laminas gelatinizadas e apOs secagem a temperatura ambiente, foram desidratadas em
sequéncias de alcoois e xilenos, e finalmente, foram seladas com Entellan® (Merck®) e

devidamente armazenadas para posterior analises microscopicas.

Detalhamentos dos procedimentos descritos acima, como tipos de tampdes utilizados,
tempo de incubacdo em anticorpos, tipos de cromodgenos e procedimentos de desidratacdo

encontram-se na secdo de apéndices ao final do trabalho (Quadro 1 e 2).

3.8. DENSIDADE OPTICA DE FIBRAS ESTRIATAIS

As mensuracdes de densidade dptica do estriado foram feitas para avaliarmos o grau de
degeneracdo dos terminais imunorreativos para TH. Para tal, imagens de seccOes
representativas do estriado foram capturadas em camera digital de alta resolucdo (Leica
Microsystems Ltd., DFC450, Heerbrugg, Germany) acoplada em estereomicroscopio (Leica
Microsystems Ltd., M205A, Heerbrugg, Germany), utilizando software de aquisi¢ao de imagens
(Leica Application Suite, version 4.2.0, Switzerland). As imagens foram transformadas para
escala de cinza (8-bit) e a densidade Optica foi mensurada em 3 niveis seguindo as coordenadas:
+0.12 mm, +0.5 mm e +1.34 mm, relativas ao bregma (adaptado de HEUER et al., 2012). As
seccOes utilizadas para as quantificagdes estdo exemplificadas na Figura 7. Foi mensurada a
densidade Optica do corpo caloso para servir como a regido ndo-especifica e para normalizar os
valores de densidade obtidos. Utilizamos o software ImageJ (Version 1.52e, National Institutes
of Health, USA) para quantificacdes. Os dados de densidade éptica foram expressos em
percentual do lado contralateral.
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Figura 7: Representacéo das seccfes coronais utilizadas para mensuragdo de densitometria Optica das fibras TH*
do estriado. Ao lado esquerdo de cada sec¢do, estdo as distancias relativas ao bregma (+0,12, +0,5 e +1,34 mm).
Escala: 1 mm.

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando Adobe Photoshop CC 2018.

3.9. ANALISE QUANTITATIVA POR ESTEREOLOGIA

A analise quantitativa, sistematica e aleatoria por estereologia foi realizada para
quantificarmos neurdnios e células gliais presentes na SNpc. Para tal, utilizamos o software
STEREOLOGER (Stereology Resource Center, Inc., version 11.0) acoplado ao microscopio
Nikon LABOPHOT-2, equipado com plataforma motorizada para controle das coordenadas X,
Y e Z (PRIOR ES111US, PRIOR Scientific, Fulbourn, Cambridge, UK). A contagem foi
realizada utilizando o método do fracionador Optico, que € um método estereoldgico preciso
empregado para estimativas do nimero de células em determinada regido encefalica (WEST,
1999; 2002).

A contagem de neurdnios TH* e micrdglias presentes na SNpc foi realizada em 6
seccOes correspondentes entre as coordenadas -2,54 e -3,8 mm relativas ao bregma, onde as
delimitacBes anatdmicas da SNpc foram inicialmente desenhadas sob ampliacdo de 2x e as

células foram contadas sob ampliagdo de 40x ou de 100x. As caixas de contagens foram
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definidas aleatoria e sistematicamente, onde cada corpo celular presente no interior de cada
caixa de contagem foi inserido ao numero total de células. O coeficiente de erro estabelecido
para as estimativas foi <0.1 (GUNDERSEN et al., 1999).

Todas as estimativas foram realizadas a partir da equagéo descrita abaixo (WEST et al.,
1991).

N=3%Q .-

Z|-

11
“asf ' ssf
N = namero total de células;

Y. Q™ = numero de células contadas;
tsf = espessura da secgéo (thickness sampling fraction);
asf = &rea matriz (area sampling fraction);

ssf = total de secgOes contadas (section sampling fraction).

3.10. Al}IALISE DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE ATRAVES DAS
CONCENTRAGOES INTRACELULARES DE ERO

A avaliacdo da capacidade antioxidante através das concentracfes intracelulares de
EROs é um método répido e eficaz para determinacdo da competéncia antioxidante frente a
danos em determinados organismos. Para deteccdo de EROs e avaliacdo da capacidade
antioxidante do BCP, utilizamos a técnica de determinagdo da capacidade antioxidante total
contra radicais peroxil (ACAP) (AMADO et al., 2009).

Separamos aleatoriamente 3-4 animais de cada grupo experimental, que foram
eutanasiados através de deslocamento cervical e o encéfalo foi removido rapidamente para
dissecacdo do estriado e mesencéfalo, que foram congelados em nitrogénio liquido e

armazenados em freezer -80°C.

Posteriormente, as amostras foram submetidas a digestdo mecéanica em pistilo
motorizado, seguidas de centrifugacdo a 10.000 g a 4°C durante 20 minutos. O sobrenadante
foi retirado e as proteinas totais foram dosadas atraves da absorbancia emitida pelo azul
brilhante de Coomassie G-250 (BRADFORD, 1976). A concentragdo de proteina escolhida

para 0s ensaios bioguimicos subsequentes foi de 1 mg/mL.

Em seguida, as amostras foram expostas ao diacetato de 2’-7’-diclorofluoresceina

(H2DCF-DA, Molecular Probes/D399) que na presenca de EROs gera um fluorocromo
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detectavel por comprimentos de onda de 488 nm (excitacdo) e 525 nm (emissdo). As leituras
foram realizadas através de fluorimetro com leitora de microplacas (Victor 2™, Perkin Elmer),
onde as amostras foram colocadas em meio contendo H2DCF-DA, que foram expostas a
radicais peroxil gerados por termdlise (37°C) de 2,2’-azobis (2-metilpropionamidina)
diidrocloreto (ABAP, Sigma-Aldrich®/440914) durante 30 minutos. A capacidade antioxidante
total foi determinada pela diferenca entre a fluorescéncia oriunda das ERO das amostras
expostas ao ABAP em relacdo as mesmas amostras expostas somente a agua Milli-Q (sem
ABAP).

3.11. ANALISES ESTATISTICAS

Utilizamos analise de variancia com um critério (ANOVA One Way), seguida de p0s-
teste de Tukey para o teste de exploracdo em campo aberto, analises bioquimicas, densidade
Optica e estimativas por estereologia. Analise de variancia com dois critérios (ANOVA Two
Way), seguida de pos-teste de Bonferroni foi empregada para alteracdes no teste de rotagdes

induzidas por apomorfina.

Todos os valores foram expressos como média + erro padrao e a significancia estatistica
foi definida com 95% de confiabilidade, onde consideramos diferencas significativas quando
p < 0,05. Todas as analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 6
(GraphPad Software Inc. Version 6.01, 2012).
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4. RESULTADOS
4.1. ANALISE COMPORTAMENTAL

4.1.1. TESTE DE ROTACOES INDUZIDAS POR APOMORFINA

Investigamos comportamentalmente a neurodegeneracgéo da via nigroestriatal através do
teste de rotacBes induzidas por apomorfina, onde o nimero de rota¢fes contralaterais a leséo
provocada por 6-OHDA possui uma boa correlagcdo ao grau de neurodegeneragéo.

O comportamento rotacional contralateral a lesdo esteve presente nos grupos injetados
com 6-OHDA, em ambos 0s momentos em que o teste foi realizado, na 22 e 42 semanas ap0s
cirurgias estereotaxicas. Os grupos injetados com solucdo veiculo contendo &cido ascorbico ndo

apresentaram rotac@es, e por isso ndo estdo ilustrados no grafico.

O grupo 6-OHDA/Veiculo apresentou elevado nimero de rotacdes contralaterais por
minuto de teste na 2% e na 42 semana apos injecdes de 6-OHDA, ndo havendo diferenca entre as
semanas. O grupo 6-OHDA/BCP apresentou numero significativamente reduzido de rotacGes
contralaterais quando comparado ao grupo 6-OHDA/Veiculo, ndo havendo diferenca entre as
semanas (Figura 8).

Tais evidéncias demonstram que o tratamento com BCP durante 7 dias apds injecdes de
6-OHDA teve influéncia direta na resposta motora induzida farmacologicamente por
apomorfina, sendo um dos indicativos de interferéncia nos processos induzidos pela injecéo de
6-OHDA no STR.

Os valores exatos de média, erro padrdo e significancias obtidas encontram-se na se¢do
de apéndices (Quadro 3) ao final do trabalho.
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Figura 8: Grau de degeneracdo da via nigroestriatal ap6s injecdo intraestriatal de 6-OHDA. NUmero de rotacoes
contralaterais/minuto em 2 e 4 semanas apés inje¢des de 6-OHDA intraestriatal. Diferencas estatisticas estéo
simbolizadas com asteriscos, sendo *** p < 0,0001 vs 6-OHDA/Veiculo nos dois momentos em que o teste foi
realizado. ANOVA Two Way, pos-teste de Bonferroni e os dados representados como média + erro padrédo.
Veiculo/Veiculo N = 7, Veiculo/BCP N = 8, 6-OHDA/Veiculo N = 12 e 6-OHDA/BCP N = 13.

4.1.2. ATIVIDADE EXPLORATORIA EM CAMPO ABERTO

O teste de exploracdo em campo aberto foi realizado para avaliarmos tanto a motricidade

como parametros associados a emocionalidade do animal.

A trajetoria representativa de cada grupo experimental foi acessada para se avaliar o
perfil de exploragdo na arena. Assim, ficou evidente que o grupo 6-OHDA/Veiculo apresentou
uma reducdo na motricidade em relacdo aos demais grupos, enquanto o grupo 6-OHDA/BCP

apresentou trajetoria semelhante aos grupos Veiculo/Veiculo e Veiculo/BCP (Figura 9A).

Em relacdo as distancias percorridas, o grupo 6-OHDA/Veiculo apresentou reducdo na
atividade exploratoria no teste de campo aberto quando comparado ao grupo Veiculo/Veiculo
e Veiculo/BCP. Em contrapartida, o grupo 6-OHDA/BCP apresentou redu¢do na ambulacéo
apenas na comparacao com o grupo Veiculo/BCP. Os dados das comparacgdes entre o grupo 6-
OHDA/Veiculo e 6-OHDA/BCP evidenciam que houve efeito do tratamento com BCP, pois
observamos aumento na atividade exploratoria, onde o grupo 6-OHDA/BCP demonstrou

comportamento exploratério semelhante ao grupo Veiculo/Veiculo (Figura 9B).

As andlises de velocidade média para cada grupo demonstram que houve prejuizo na
velocidade de locomogdo do grupo 6-OHDA/Veiculo quando comparado ao grupo
Veiculo/Veiculo e Veiculo/BCP. O grupo 6-OHDA/BCP também apresentou diminui¢cdo na
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velocidade média quando comparado ao grupo Veiculo/BCP. Ao compararmos 0S grupos
injetados com 6-OHDA, o grupo tratado com BCP apresentou maior velocidade média do que
0 grupo tratado com veiculo, demonstrando que o BCP teve efeito sobre a velocidade de
deslocamento no aparato, além de reverter o comprometimento motor provocado pela 6-OHDA
(Figura 9C).

A medida em que animais percorrem maiores distancias e com maior velocidade no
aparato, espera-se que eles passem a maior parte do tempo em movimento exploratério.
Considerando este paradigma, o grupo 6-OHDA/Veiculo ficou imdvel no aparato por mais
tempo do que o grupo Veiculo/BCP e o grupo 6-OHDA/BCP. O grupo Veiculo/BCP ficou
menos tempo imovel no aparato do que o grupo Veiculo/Veiculo. Essas evidéncias demonstram
o efeito sobre a atividade exploratoria nos grupos tratados com BCP, sendo que o grupo injetado
com 6-OHDA mostrou recuperacdo do comprometimento motor e no grupo injetado somente
com solucdo veiculo, o BCP pode estar exercendo seu efeito sobre a motricidade sem
envolvimento da via nigroestriatal (Figura 9D).
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Figura 9: Avaliagdo da atividade exploratdria no teste de campo aberto. (A) Representacdo das trajetorias
percorridas, onde 0s pontos azuis e vermelhos representam o ponto inicial e final do teste, respectivamente. (B)
Distancia percorrida (cm), *** p < 0,001 vs Veiculo/Veiculo e Veiculo/BCP; ** p < 0,05 vs Veiculo/BCP ¢ 6-
OHDAV/Veiculo. (C) Velocidade média (cm/s), *** p < 0,001 vs Veiculo/Veiculo e Veiculo/BCP; ** p < 0,05 vs
Veiculo/BCP e 6-OHDA/Veiculo. (D) Tempo imével (s), * p < 0,05 vs Veiculo/Veiculo; *** p < 0,001 vs
Veiculo/BCP; ** p < 0,001 vs 6-OHDA/Veiculo. ANOVA One Way, pds-teste de Tukey. Todos os dados estdo
representados como média + erro padrdo. Veiculo/Veiculo N = 7, Veiculo/BCP N = 8, 6-OHDA/Veiculo N = 12
e 6-OHDA/BCP N = 13.

Avaliamos os mapas de calor relativos ao tempo de permanéncia em diferentes regides
do campo aberto, correspondentes a todos 0s animais de cada grupo. A partir dessa analise,
observou-se que o grupo 6-OHDA/Veiculo passou a maior parte do tempo na zona periférica
em detrimento a zona central do aparato, sendo esta, uma evidéncia de tigmotaxia, que € uma
caracteristica associada ao comportamento semelhante ao ansioso. Ao analisarmos o0 grupo 6-
OHDA/BCP notamos que o tempo de permanéncia em diferentes regides do campo aberto foi
homogéneo, semelhante aos grupos Veiculo/Veiculo e Veiculo/BCP (Figura 10A).

O aparato do campo aberto foi subdividido em zonas central e periférica onde utilizamos
0 indice de contraste para avaliar o tempo de permanéncia e a distancia percorrida
preferencialmente na periferia. Observamos que os grupos Veiculo/Veiculo e 6-OHDA/Veiculo

permaneceram mais tempo e percorreram maiores distancias na periferia do aparato, em
comparacao com os grupos Veiculo/BCP e 6-OHDA/BCP (Figura 10B-C).
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Figura 10: Avaliacdo de comportamento semelhante ao ansioso através do indice de contraste. (A) Mapa de calor
referente ao tempo de permanéncia nas zonas campo aberto, de modo que as barras abaixo de cada mapa
representam cores relativas ao tempo de permanéncia (cor azul = 0 segundos e cor vermelha > 35 segundos). (B)
indice de tempo preferencial (%) na zona periférica do aparato, * p < 0,05 vs Veiculo/Veiculo; *** p < 0,001 vs
Veiculo/BCP; ** p < 0,01 vs 6-OHDA/Veiculo. (C) indice de distancia preferencial (%) na zona periférica do
aparato, ** p < 0,01 vs Veiculo/Veiculo; ** p < 0,01 vs Veiculo/BCP; *** p < 0,001 vs 6-OHDA/Veiculo. ANOVA
One Way, pos-teste de Tukey. Todos os dados estéo representados como média * erro padrdo. Veiculo/Veiculo N
=7, Veiculo/BCP N =8, 6-OHDA/Veiculo N =12 e 6-OHDA/BCP N =13.

Considerando o tempo de permanéncia e a distancia percorrida na zona periférica do
aparato como indicativo de comportamento semelhante ao ansioso, os resultados oriundos dos
indices de contraste mostram que 0s grupos tratados com BCP apresentaram menor intensidade
de comportamento semelhante ao ansioso em relacdo aos grupos néo tratados, independente de
lesdo da via nigroestriatal. Dessa forma, as analises do teste de campo aberto evidenciaram que
0 BCP modulou o comportamento semelhante ao ansioso, embora tenhamos realizado um

ensaio de habituacéo ao aparato no dia anterior sob as mesmas condicdes.

Os valores exatos de média, erro padrdo e significancias obtidas encontram-se na se¢do
de apéndices (Quadros 4 e 5) ao final do trabalho.
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4.2.  ANALISE HISTOPATOLOGICA

4.2.1. DENSITOMETRIA DE TERMINAIS TH" NO ESTRIADO

As analises de densidade optica do STR nos permitiu investigar o grau de degeneracao
de fibras TH*. Os grupos Veiculo/Veiculo e Veiculo/BCP nao apresentaram diferencas, mas o
grupo 6-OHDA/Veiculo demonstrou perda acentuada das projecGes dopaminérgicas estriatais
no hemisfério injetado com 6-OHDA. Tal perda foi mitigada pelo tratamento de BCP ao
observarmos as fotomicrografias do grupo 6-OHDA/BCP em relacdo ao grupo 6-
OHDA/Veiculo (Figura 11A-D).

Ao analisarmos quantitativamente os valores de densidade Optica, o grupo 6-
OHDA/Veiculo apresentou perda de 85,8 e 84,2% em rela¢do aos grupos Veiculo/Veiculo e
Veiculo/BCP, respectivamente. O grupo 6-OHDA/BCP demonstrou perda de 52,8 e 51,2% em
relacdo aos grupos Veiculo/Veiculo e Veiculo/BCP, respectivamente. Contudo, a densidade de
fibras TH+ no grupo 6-OHDA/BCP foi 33% maior que o grupo 6-OHDA/Veiculo (Figura
11F).
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Figura 11: Anélise de densidade éptica dos terminais TH+ no STR. (A-D) Seccdes coronais representativas
(14,1x) de cada grupo. (E) Seccéo coronal evidenciando a area utilizada para quantificagdo de densidade dptica
do STR (a esquerda) e desenho baseado no atlas de estereotaxia com delimitagdes das principais estruturas que
foram utilizadas como parametros para delimitagdes do STR (a direita). (F) Representacdo quantitativa de
densidade dptica do STR em relagdo ao hemisfério contralateral; # p < 0,001 vs Veiculo/Veiculo e Veiculo/BCP;
**p < 0,01 vs 6-OHDA/Veiculo. Escala: 1 mm (A-D). ANOVA One Way, pos-teste de Tukey. Todos os dados
estdo representados como média + erro padrdo. Veiculo/Veiculo N = 4, Veiculo/BCP N = 4, 6-OHDA/Veiculo N
=8 e 6-OHDA/BCP N = 9. Acb = nlcleo acumbens; aca = comissura anterior; cc = corpo caloso; CPu (STR) =
caudato putdmen (estriado); Cx = cortex cerebral; LV = ventriculo lateral.
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Os resultados sugerem que o tratamento com BCP atenuou a perda de fibras TH* no
STR do grupo 6-OHDA/Veiculo. Por outro lado, 0 mesmo tratamento ndo alterou a densidade

de projecdes dopaminérgicas do STR no grupo injetado somente com solucéo veiculo.

Os valores exatos de média, erro padrdo e significAncias obtidas encontram-se na se¢do
de apéndices (Quadro 6) ao final do trabalho.

4.2.2. ESTIMATIVA DO NUMERO DE NEURONIOS NA SNpc

As andlises quantitativas de neurbnios foram realizadas por estereologia, onde
quantificamos o numero total de neurénios TH* presentes na SNpc. As fotomicrografias
representativas do mesencéfalo (Figura 12A-D) e SNpc (Figura 12E-H) de cada grupo
demonstram visivelmente perda neuronal no grupo 6-OHDA/Veiculo e consideravel
preservacao de neurdnios no grupo 6-OHDA/BCP em relagdo aos grupos Veiculo/Veiculo e
Veiculo/BCP (Figura 121-L).

As estimativas do numero de neurdnios TH+ na SNpc demonstraram que o grupo 6-
OHDA/Veiculo apresentou diminuicdo de 54,7 e 59,2% em relacdo aos grupos Veiculo/Veiculo
e Veiculo/BCP, respectivamente. Também encontramos diminuicdo de 25,5% no numero de
neurbnios no grupo 6-OHDA/BCP em relacdo ao grupo Veiculo/BCP. Entretanto, o grupo 6-
OHDAV/BCP apresentou 33,7% de neurbnios a mais que o grupo 6-OHDA/Veiculo (Figura
12M).

Tais evidéncias demonstraram que ndo houve alteragcéo na quantidade de neurdnios nos
grupos injetados com solucdo veiculo e que o grupo 6-OHDA/Veiculo apresentou perda
acentuada na quantidade de neur6nios na SNpc. Em contrapartida, o grupo injetado com 6-
OHDA e tratado com BCP apresentou uma perda de neur6nios menor que 0 grupo néo tratado,

evidenciando um efeito neuroprotetor do tratamento com BCP.

Os valores exatos de média, erro padrdo e significancias obtidas encontram-se na secao

de apéndices (Quadro 7) ao final do trabalho.
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Figura 12: Anélise sistemética e aleatdria do nimero de neurdnios TH+ na SNpc por estereologia. (A-D) Secces
coronais representativas (14,1x) de cada grupo experimental. (E-H) Representaces da SNpc (2x) de cada grupo.
(1-L) Amplia¢do da SNpc (40x) evidenciando a quantidade de pericarios e suas ramifica¢cbes na SNpc em cada
grupo. (M) Representacdo quantitativa do nimero de neurdnios remanescentes na SNpc; # p < 0,001 vs
Veiculo/Veiculo e Veiculo/BCP; * p < 0,05 vs Veiculo/BCP; *** p < 0,0001 vs 6-OHDA/Veiculo. Escalas: 500
pm (A-D); 100 um (E-H); 40 um (1-L). ANOVA One Way, pds-teste de Tukey. Todos os dados estdo representados
como meédia + erro padrdo. Veiculo/Veiculo N = 4, Veiculo/BCP N = 5, 6-OHDA/Veiculo N = 8 e 6-OHDA/BCP
N=09.

Assim, as analises de densitometria dos terminais dopaminérgicos do STR e de
estimativas por estereologia do nimero de neurdnios remanescentes ha SNpc demonstram que

o tratamento com BCP foi eficaz em proteger a via nigroestriatal apds injecdes de 6-OHDA.
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4.2.3. ESTIMATIVA DO NUMERO DE MICROGLIAS NA SNpc

A quantificagdo de microglias foi realizada utilizando-se 0 método da estereologia em
secc¢Oes imunomarcadas para detecgdo de IBA-1. Fotomicrografias de secgOes representativas
contendo células microgliais na SNpc de cada grupo estdo ilustradas na Figura 13A-D, onde
podemos observar elevada quantidade de micrdglias no grupo 6-OHDA/Veiculo em relacdo aos
demais grupos. Diferencas morfoldgicas de microglias estdo representadas em maior aumento
na Figura 13E-H.

As estimativas por estereologia do nimero microglias na SNpc evidenciaram que 0
grupo 6-OHDA/Veiculo apresentou aumento de 39,6 e 54,3% em relacdo aos grupos
Veiculo/Veiculo e Veiculo/BCP, respectivamente. Entretanto, o grupo 6-OHDA/BCP
demonstrou reducdo 34% na expressdao microglial em relacdo ao grupo 6-OHDA/Veiculo
(Figura 131).

Tais evidéncias demonstram que injecGes de 6-OHDA intraestriatais foram capazes de
induzir aumento significativo de micrdglias na SNpc, sendo uma caracteristica de processos
neuroinflamatdrios presentes da DP. Por outro lado, o tratamento com BCP foi capaz de atenuar
a ativacdo microglial, demonstrando efeito anti-inflamatério do BCP frente a neurotoxicidade
induzida por 6-OHDA.

Os valores exatos de média, erro padrdo e significancias obtidas encontram-se na se¢do

de apéndices (Quadro 8) ao final do trabalho.
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Figura 13: Analise sistematica e aleatéria do nimero de micrdglias na SNpc por estereologia. (A-D)
Representacédo da distribuigdo de microglias na SNpc (2x) de cada grupo. (E-H) Ampliagdo de microglias da SNpc
(100x) evidenciando a morfologia microglial para cada grupo. (1) Representacdo quantitativa de microglias na
SNpc; * p < 0,05 vs Veiculo/Veiculo; # p < 0,001 vs Veiculo/Veiculo e Veiculo/BCP; *** p < 0,001 vs 6-
OHDAV/Veiculo. Escalas: 30 pm (A-D); 20 um (E-H). ANOVA One Way, pds-teste de Tukey. Todos os dados
estdo representados como média + erro padrdo. Veiculo/Veiculo N = 4, Veiculo/BCP N = 4, 6-OHDA/Veiculo N
=8¢ 6-OHDA/BCP N = 9.
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4.3.  ANALISE BIOQUIMICA

4.3.1. CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL CONTRA RADICAIS PEROXIL

As atividades antioxidantes totais do STR e do MES foram mensuradas atraves do
produto da reacdo de homogeneizados das amostras expostas a radicais peroxil e a fluorescéncia

obtida foi utilizada para inferirmos a capacidade antioxidante.

Ao avaliarmos a capacidade antioxidante da regido estriatal (STR) e mesencefalica
(MES), observamos que ndo houve diferenca na capacidade antioxidante total na comparacéo
entre os grupos (Figura 14A-B).

A 3 Veiculo/Veiculo 883 6-OHDA/Veiculo B
ZAa Veiculo/BCP ER 6-OHDA/BCP

- RN e W
[ V)] ] n o h
T T
= N e W
(V)] (—] 7] [—] n
L] L T L 1

—

ACAP no STR
(drea relativa)
ACAP no MES
(area relativa)

by
=
T

=
th
T

= I
5 V7 s /
“IC 1 “1| |\ HH

Tratamento Tratamento

Figura 14: Capacidade antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP). (A) ACAP da regido estriatal (STR).
(B) ACAP da regido mesencefalica (MES). ANOVA One Way, pos-teste de Tukey. Todos os dados estdo
representados como média * erro padrao. Veiculo/Veiculo N = 3, Veiculo/BCP N = 4, 6-OHDA/VeiculoN =4 e
6-OHDA/BCP N =4,

Os resultados dos ensaios bioquimicos descritos acima demonstraram que o tratamento

com BCP néo foi capaz de alterar a capacidade antioxidante total.

Os valores exatos de média, erro padrdo e significancias obtidas encontram-se na secao
de apéndices (Quadro 9) ao final do trabalho.



39

5. DISCUSSAO

No presente trabalho, testamos pela primeira vez a hipotese de que o tratamento com o
beta-cariofileno (BCP), fitocanabindide alimentar e ndo-psicotropico, poderia exercer fungdes
neuroprotetoras em modelo murino de DP induzido por 6-OHDA. Para tal, investigamos 0s
efeitos do tratamento com BCP sobre o grau de degeneracgéo da via nigroestriatal e a capacidade
motora, além de investigarmos as alteracbes morfoldgicas da SNpc e a atividade antioxidante
do estriado e mesencéfalo.

O BCP € um agonista seletivo e ndo psicoativo do receptor endocanabinoide tipo Il
(CB2R) (GERTSCH et al., 2008). Recentemente, a ativacdo dos CB2R pelo BCP tem sido
utilizada como alvos terapéuticos em diferentes modelos de neuropatologias experimentais,
evidenciando efeitos anti-inflamatorios e neuroprotetores (JAVED et al., 2016; VIVEROS-
PAREDES et al., 2017; YANG et al., 2017; VARGA et al., 2018), além de efeitos sobre o
comportamento semelhante ao de ansiedade e depressdo que também foram evidenciados (AL
MANSOURI et al., 2014; BAHI et al., 2014; LIU et al., 2017).

Dessa forma, vimos que o tratamento com BCP foi capaz de proteger a via nigroestriatal
frente a toxicidade induzida pela 6-OHDA, onde o comportamento rotacional induzido
farmacologicamente foi reduzido, assim como melhorou o desempenho motor, protegeu
neurdnios na SNpc e fibras TH* no STR, e diminuiu a ativacdo de células microgliais na SNpc.

Contudo nao foi capaz de aumentar a capacidade antioxidante total do STR e MES.

O modelo de lesdo da via nigroestriatal por 6-OHDA é comumente utilizado acerca da
neuropatologia envolvida na DP, como alteracdes moleculares, celulares e comportamentais.
Assim, utilizamos injecdes intraestriatais de 6-OHDA por apresentar baixa taxa de mortalidade
e possuir um curso de degeneracdo gradativo e retrogrado, sendo possivel testar intervenctes
terapéuticas, na medida em que a morte neuronal e ativacdo glial ocorrem de maneira gradativa
(ALVAREZ-FISCHER et al., 2008; HEUER et al., 2012; STOTT e BARKER, 2014).

Ao avaliarmos quantitativamente o grau de degeneracgéo da via nigroestriatal ocasionado
pela 6-OHDA através do teste de rotagdes induzidas por apomorfina, vimos que o grupo tratado
com BCP apresentou reducdo significativa no numero de rotacBes contralaterais,
comportamento sugestivo de efeito neuroprotetor sobre as terminacdes dopaminérgicas

estriatais.
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Apo0s o inicio da degeneragdo dopaminérgica provocada pela 6-OHDA, os receptores
dopaminérgicos pds-sindpticos do STR ficam hipersensibilizados em relacéo ao lado intacto e
com a administracdo sistémica de apomorfina, que & um agonista dopaminérgico, ha a ativacao
dos respectivos receptores gerando uma resposta neurofisioldgica semelhante a da dopamina,
que por sua vez estimula vias motoras e culmina no comportamento rotacional involuntéario
contralateral & lesdo (SCHWARTING e HUSTON, 1996b). A medida que a neurodegeneracdo
progrediu e a homeostasia neural foi comprometida em nosso modelo, a resposta
comportamental rotacional foi exacerbada. Contudo, ao inserimos o tratamento com BCP houve
melhora no desempenho motor constatado pela importante redugdo no nimero de rotagdes

contralaterais a lesdo.

Tal evidéncia é de fundamental importancia para o tratamento dos sintomas motores da
DP, afinal a forma de tratamento “padrdo-ouro” é baseada na reposi¢do de dopamina no STR
através da L-DOPA, que necessita das terminagdes dopaminérgicas intactas para que seja
convertida em dopamina e exerca suas funcbes farmacoldgicas. Contudo, o progresso da
neurodegeneracdo da via nigroestriatal inviabiliza a conversdo da L-DOPA em dopamina,
comprometendo o tratamento e levando o paciente a um estado irreversivel de discinesia
(PEZZOLI e ZINI, 2010). Considerando que o BCP foi capaz de minimizar o grau de
degeneracdo estriatal provocado pela 6-OHDA, sugerimos que o BCP possa ser utilizado como
adjuvante no tratamento com L-DOPA, com o objetivo de proteger as aferéncias
dopaminérgicas estriatais, 0 que otimizaria e prolongaria a janela temporal para o tratamento
com L-DOPA.

Considerando que houve protecdo das fibras estriatais dopaminérgicas averiguadas
farmacologicamente a partir do comportamento rotacional estereotipado induzido por
apomorfina, hipotetizamos que o tratamento com BCP também melhorou a capacidade motora

no teste de campo aberto.

O teste de campo aberto é amplamente utilizado para avaliacdo de uma variedade de
comportamentos como a capacidade motora, ansiedade e memdria, onde as variaveis podem
ser coletadas e relacionadas a comportamentos caracteristicos em diferentes neuropatologias
(SEIBENHENER e WOOTEN, 2015). Levando em consideragdo as caracteristicas intrinsecas
do teste, avaliamos os principais parametros como distancia percorrida, velocidade média e

tempo de imobilidade.
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Atraveés dessas investigacdes, vimos que o grupo 6-OHDA/Veiculo percorreu menores
distancias, assim como demonstrou menor velocidade de ambulagéo e, consequentemente,
passou mais tempo imdével. Entretanto, o tratamento com BCP promoveu maior capacidade
exploratdria nos grupos tratados com o fitocanabindide (6-OHDA/BCP), visto que percorreram

maiores distancias e com maiores velocidades, além de passarem menos tempo imovel.

Esses parametros foram avaliados devido as suas relagdes com vias distintas dos ndcleos
da base e por serem afetadas pelo comprometimento da via nigroestriatal (SCHWARTING e
HUSTON, 1996b; BOLAM et al., 2000). Logo, a motricidade avaliada pelo teste de campo
aberto em nosso modelo experimental é coordenada por regides dorsolaterais do estriado, que

recebem aferéncias dopaminérgicas da SNpc, regido onde o

corre neurodegeneracdo na DP e esta intimamente relacionada aos sintomas motores (BOLAM
et al., 2000).

Para comprovarmos que 0 comprometimento motor encontrado nos testes
comportamentais é dependente do comprometimento da via nigroestriatal, averiguamos a
densidade Optica das aferéncias dopaminérgicas estriatais e quantificamos o numero de
neurbnios na SNpc por estereologia. A medida em que a densidade de aferéncias
dopaminérgicas estriatais sdo diretamente impactadas pela administracdo de 6-OHDA
intraestriatal e estdo intimamente relacionadas ao desempenho motor (CARLSSON et al., 2011;
HEUER et al., 2012), nossos resultados suportam a hipétese de que o tratamento com BCP foi
capaz de proteger as aferéncias dopaminérgicas no estriado e, consequentemente, protegeu 0s
neurdnios presentes na SNpc. Tomadas em conjunto, essas evidéncias demonstram que o BCP
preservou a via nigroestriatal, que culminou na melhoria do desempenho motor observados nos

testes comportamentais.

Tomadas em conjunto, os efeitos oriundos dos testes comportamentais e analises
morfolégicas através das marcacgdes para TH sdo devidos a ativacdo dos CB2R pelo BCP e que
estdo distribuidos em diferentes regides encefalicas, incluindo os nucleos da base (LANCIEGO
et al., 2011; ZHANG et al., 2014; SIERRA et al., 2015; ALBERTI et al., 2017; LIU et al.,
2017) e a ativacdo desses receptores é capaz de modular pardmetros comportamentais (AL
MANSOURI et al., 2014; ZHANG et al., 2014).

Os efeitos neuroprotetores do BCP sobre os CB2R foi investigado em roedores que
foram intoxicados sistemicamente com rotenona ou MPTP e foram tratados com BCP. O

tratamento com BCP foi capaz de melhorar a capacidade motora dos animais, assim como
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protegeu neurdnios na SNpc, reduziu a expressdo de células gliais e citocinas pro-inflamatorias,
fatores inerentes na DP. Todos esses efeitos foram revertidos quando foi administrado um
antagonista de CB2R, evidenciando que os efeitos neuroprotetores observados foram devido a
interacdo do BCP com os CB2R (JAVED et al., 2016; VIVEROS-PAREDES et al., 2017).
Dessa forma, acreditamos que a melhora no desempenho motor e protecdo de neurénios TH*
na SNpc foi devido a ativacdo dos CB2R pelo BCP, embora ndo tenhamos feito o tratamento

com um farmaco antagonista de CB2R.

Outra caracteristica encontrada na DP € a neuroinflamac&o e est& intimamente associada
a danos neuronais através de mecanismos como ativacdo glial (micrdglias e astrocitos) e
estresse oxidativo exacerbado. (LEE et al., 2019). As microglias sdo tidas como sensores de
neuropatologias, onde alteracBes na homeostasia neural sdo capazes de ativar e recrutar essas

celulas, além de modificar sua morfologia e receptores de membrana (PERRY et al., 2010).

Gomez-Galvez e colaboradores (2016) mostraram que a ativacdo microglial em
camundongos induzida por lipopolissacarideo (LPS) estd intimamente relacionada com o
aumento na expressao de CB2R. Além disso, as analises histopatoldgicas do mesencéfalo post
mortem de pacientes com DP mostraram que os CB2R também sdo expressos na SNpc, assim
como a presenca de ativacdo microglial (células IBA-1 positivas) e infiltracdo de macrofagos

periféricos (células CD68 positivas).

Nossos resultados demonstraram que a administracdo de 6-OHDA intraestriatal
ocasionou uma robusta resposta microglial na SNpc, assim como descrito em trabalhos
anteriores que utilizaram o mesmo modelo experimental (VIRGONE-CARLOTTA et al., 2013;
STOTT e BARKER, 2014), evidenciando uma das caracteristicas neuropatoldgicas intrinsecas
da DP (TEISMANN et al., 2003).

A 6-OHDA desencadeia processos neuroinflamatérios através de ativacdo do fator
nuclear kappa B (NF-kB), que por sua vez desencadeia a transcrigdo de diversos fatores, como
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), ciclo-oxigenase 2 (COX-2), interleucina 1-beta (IL-
1B), interleucina-6 (I1L-6) e 6xido nitrico sintase induzivel (iINOS). Tomados em conjunto esses
fatores sdo responsaveis pela ativacdo microglial, culminando nos processos
neuroinflamatdrios, que ocasionam danos a homeostasia neuronal (CEBRIAN et al., 2015). Ao
inserirmos o tratamento com o BCP, vimos que houve dréstica reducdo na quantidade de
microglias na SNpc, assim como ndo observamos alteracdes na morfologia dessas células. Tais

evidéncias sugerem que o BCP atuou sobre os CB2R presentes nas células microgliais e foi
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capaz de inibir a ativacdo de NF-xB, modulando a transcricdo de fatores pré-inflamatérios
(FERNANDEZ-RUIZ et al., 2015).

Contudo, o efeito anti-inflamatorio observado pela administracdo de BCP também pode
ter sido independente de CB2R, onde a ativacdo de receptores ativados por proliferador de
peroxissoma (PPARs) podem estar envolvidos na regulacdo da sinalizagdo de NF-xB (STAHEL
et al., 2008; FIDALEO et al., 2014), portanto o BCP poderia controlar as respostas
inflamatdrias por, pelo menos, dois mecanismos moleculares distintos que dependam ou nao de
CB2R (FERNANDEZ-RUIZ et al., 2015).

Dessa forma, vimos que o BCP diminuiu a ativacdo microglial e manteve a morfologia
de microglias residentes na SNpc, similares aos grupos nado-injetados com 6-OHDA,
evidenciando o efeito anti-inflamatorio promovido pela administragdo de BCP. Entretanto, é de
fundamental importancia investigarmos as duas principais vias envolvidas nos processos
neuroinflamatdrios, a fim de elucidarmos os mecanismos desencadeados pelo BCP no modelo
de DP induzido por 6-OHDA.

A oxidacdo de 6-OHDA produz altas concentracdes de EROs, ocasionando em estresse
oxidativo e disfuncdes mitocondriais (CEBRIAN et al., 2015), que culminam em morte
neuronal. Considerando esse paradigma, avaliamos a resposta antioxidante do encéfalo
(estriado e mesencéfalo) frente a exposi¢do a um agente pré-oxidante seguida de emissao de
fluorescéncia. Assim, esse ensaio bioquimico nos permitiu quantificar a resposta antioxidante
do encéfalo, onde a emissdo de fluorescéncia é diretamente proporcional ao dano oxidativo
(AMADO et al., 2009).

Dessa forma, vimos que o BCP néo foi capaz de aumentar a capacidade antioxidante
total. Entretanto, ainda é necessario investigarmos com mais detalhes as enzimas envolvidas
nos processos antioxidantes, afinal focamos em analisar a atividade antioxidante total em

detrimento das investigacOes de enzimas especificas como catalase (CAT) e glutationa.
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6. CONCLUSOES

As evidéncias do presente trabalho sugerem que o tratamento com o BCP frente a
neurodegeneracado unilateral induzida por 6-OHDA:

- Reduziu o numero de rotacdes contralaterais a lesao;

- Melhorou o desempenho motor de animais injetados com 6-OHDA,;
- Protegeu as fibras dopaminérgicas estriatais;

- Protegeu neurdnios dopaminérgicos presentes na SNpc;

- Diminuiu a ativacdo microglial na SNpc;

- Néo alterou a capacidade antioxidante total.
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Figura 15: Representacdo esquematica dos efeitos promovidos pelo BCP através de CB2R
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Quadro 1: Anticorpos, tipos de tamp0es e variagdes de cromdgenos empregados nas imunomarcagdes.
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Antigeno

Tampdo de lavagem,
repeticoes e tempo

Tampédo e tempo de
incubacéao em
anticorpo primario

Tampédo e tempo de
incubacéo em
anticorpo secundario

Cromadgeno

Tirosina hidroxilase (TH)

Tampéo fosfato (TF) 0,1
M; 3 repeticbes de 5
minutos.

TF 0.1 M; 24 horas

TF 0.1 M; 2 horas

DAB-Niquel-Glicose
oxidase*

Nucleo neuronal (NeuN)

Tampéo fosfato (TF) 0,1
M; 3 repeticbes de 5
minutos.

TF 0.1 M; 24 horas

TF 0.1 M; 2 horas

DAB 0,05% + H202 0,3%

Molécula adaptadora
ligante de célcio ionizado-1
(IBA-1)

TRIS 0,1 M-NaCl 0,9%;
3 repeticdes de 2 minutos.

TRIS 0.1 M; 72 horas

TRIS 0.1 M; 12 horas

DAB-Niquel-Glicose
oxidase*

* Método de revelagdo imunoistoquimica descrito por (SHU et al., 1988).
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Quadro 2: Sequéncia de desidratacdo e diafanizacdo de sec¢des montadas em laminas gelatinizadas.

Desidratacéao e diafanizagao de secgoes

Etanol (ETOH) 90% —
ETOH 70%

ETOH 50%

Agua destilada

ETOH 70%

ETOH 90% — 3 minutos em cada cubeta.
ETOH 100% |
ETOH 100% I1
ETOH/Xileno (1:1)

Xileno |

Xileno |1 _

Ao término da sequéncia acima, as 1aminas foram seladas com Entellan® (Merck®).

Quadro 3: Representacdo da média e respectivos valores de erro-padrdo do teste de rota¢fes induzidas por
apomorfina.

Teste de rotagdes induzidas por apomorfina (rotagdes por minuto):
média + erro-padrao
Grupos
Semanas 6-OHDA/Veiculo 6-OHDA/BCP
2 10,23 +1,028 4115+ 0,07283
4 12,47 +1,403 3,365+1,023

(***) indica diferencas significativas com o grupo 6-OHDA/Veiculo em 4 semanas apos inje¢des intraestriatais.
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Quadro 4: Representacdo da média e respectivos valores de erro-padrdo dos parametros avaliados no teste do
campo aberto.

Campo aberto: média + erro-padréo

Grupos

Parametro | Veiculo/Veiculo | Veiculo/BCP | 6-OHDA/Veiculo | 6-OHDA/BCP
Distancia . e .
percorrida 639,1+129,5 | 1010+ 97,37 334,7+62,7 671,8 + 98,62

(cm)
Velocidade | 5 3144 04211 | 3.367+03279 | 1108+ 02083™" | 2238+ 033"
média (cm/s) 314 £ 0, 00l U, LU0 =Y, -~
Tempo o “
movel () | 10862502 | 40,300,778 | 171,1+19.817" | 87,55 + 16,32

Distancia percorrida (cm): * indica diferenca significativa no grupo Veiculo/Veiculo; ** indica diferencas
significativas entre os grupos 6-OHDA/Veiculo e Veiculo/BCP; *** indica diferencas significativas entre os
grupos Veiculo/Veiculo e Veiculo/BCP.

Quadro 5: Representacdo da média e respectivos valores de erro-padrdo dos indices de contraste do tempo no
teste de campo aberto.

Indices de contraste (%): média * erro-padr&o

Grupos
Parametro | Veiculo/Veiculo | Veiculo/BCP | 6-OHDA/Veiculo | 6-OHDA/BCP

1emPOra | 67729508 | 311247191 | 7765+6,250™ | 40,31+8,254"
periferia (s)

Distancia na
periferia (cm)
Tempo preferencial na periferia (%): * indica diferenca significativa entre o grupo Veiculo/Veiculo; *** indica
diferenga significativa entre o grupo Veiculo/BCP; ** indica diferenca significativa entre o grupo 6-
OHDA/Veiculo. Distancia preferencial na periferia (%): ** indica diferenca significativa entre o grupo
Veiculo/Veiculo; ** indica diferenga significativa entre o grupo Veiculo/BCP; *** indica diferenca significativa
entre o grupo 6-OHDA/Veiculo.

*hKk

50,23 + 9,921 14,60 +5,749™ | 62,18 £8,839" | 22,92+ 12,75

Quadro 6: Representacdo da média e respectivos valores de erro-padrdo de densitometria dptica do estriado.

Densidade éptica do STR (% do lado contralateral):
média * erro-padrao

Grupos
Veiculo/Veiculo Veiculo/BCP 6-OHDA/Veiculo 6-OHDA/BCP
103,3 + 1,536 101,7 + 2,553 17,52 + 5,364* 50,52 + 11.64

@) indica diferencas significativas em relagéo aos grupos Veiculo/Veiculo e Veiculo/BCP; (**) indica diferenga
significativa entre o grupo 6-OHDA/Veiculo.
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Quadro 7: Representacdo da média e respectivos valores de erro-padrdo do nimero de neurdnios presentes na
SNpc.

Neuronios na SNpc: média * erro-padréo

Grupos
Veiculo/Veiculo Veiculo/BCP 6-OHDA/Veiculo 6-OHDA/BCP
97,95 + 10,58 102,4 + 5,964 44,39 + 4,15% 77,38 + 3,742%;***

(») indica diferencas significativas em relagdo aos grupos Veiculo/Veiculo e Veiculo/BCP; (*) indica diferenca
significativa entre o grupo Veiculo/BCP; (***) indica diferenga significativa entre o grupo 6-OHDA/Veiculo.

Quadro 8: Representacdo da média e respectivos valores de erro-padrdo do nimero de micrdglias presentes na
SNpc.

Microglias na SNpc: média + erro-padrao

Grupos
Veiculo/Veiculo Veiculo/BCP 6-OHDA/Veiculo 6-OHDA/BCP
3134 +236,5 2377 + 37,09* 4285 + 260,2* 2845 + 130,7***

(*) indica diferengas significativas em relacdo aos grupos Veiculo/Veiculo, (#) indica diferenga significativa entre
0 grupo Veiculo/Veiculo e Veiculo/BCP; (***) indica diferenca significativa entre o grupo 6-OHDA/Veiculo.

Quadro 9: Capacidade antioxidante total do estriado e mesencéfalo.

ACAP no mesencéfalo: média + erro-padréo

Grupos
Regiéo . . . .
e Veiculo/Veiculo | Veiculo/BCP | 6-OHDA/Veiculo | 6-OHDA/BCP
encefalica

Estriado 0,5590 +0,1029 | 0,7495 + 0,09338 0,4870 + 0,1609 0,9749 + 0,6284
Mesencéfalo | 1,045 +0,06816 0,7815 + 0,2603 1,027 + 0,3080 1,736 + 1,016
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “AVALIACAD DO POTENCIAL NEUROPROTETOR DO BETA-CARIOFILEMO EM MODELO DE
DOENCA DE PARKINSON INDUZIDO POR 6-HIDROXIDOPAMINA (6-0HDA) EM CAMUNDONGOS", protocolada sob o CEUA n@
G287231117, sob a responsabilidade de Elizabeth Sumi Yamada e equipe; Dulcidéia da Conceigdo Palheta; Edmar Tavares da
Costa; Walace Gomes Leal: Dielly Catrina Favacho Lopes; Vildina Sofimar Cardoso Lopes; Anderson Valente Amaral; Riky Douglas
Melo Gomes - que envolve a preducdo, manutengao efou utilizac3e de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.7%4 de 8 de outubro de
2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julhe de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Contrale da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Para
[CEUASUFPA) na reunido de 18/01/2018.

‘We certify that the proposal "EVALUATION OF NEUROPROTECTIVE EFFECT OF BETA-CARYOPHYLLEME IN THE STRIATAL &-
HYDROXYDOPAMINE {6-0HDA) MOUSE MODEL OF PAREINSOMN[S DISEASE", utilizing 40 Heterogenics mice (40 males), protocol
number CEUA 9287231117, under the responsibility of Elizabeth Sumi Yamada and team; Dulcidéia da Conceigdo Palheta;
Edmar Tavares da Costa; Walace Gomes Leal; Dielly Catrina Favacho Lopes; Valdina Solimar Cardoso Lopes; Anderson Valente
Amaral; Riky Douglas Melo Gomes - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum
Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law
11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Para
[CEUAJUFPA) in the mesting of 01/18/2014.
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