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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é uma das desordens neurodegenerativas mais comuns
relacionadas com a idade, vem afetando milhdes de pessoas no mundo todo. A doenca é
caracterizada pela morte seletiva dos neurdnios dopaminérgicos localizados na substancia nigra
pars compacta no mesencéfalo, resultando em disfungdo motora. A Levodopa (L-DOPA) ainda
¢ a droga “padrao-ouro” para a reposi¢do de dopamina na DP, aliviando 0s sintomas motores
da doenga, porém, além de ndo imperdir a progressdo da doenca, a L-DOPA provoca uma série
de efeitos colaterais. O Diosmin (DM) é um medicamento ja comercializado, composto por
uma fracdo flavonoica purificada, sob forma micronizada de 90% diosmina e 10% hesperidina.
E utilizado para o tratamento sintomético de sintomas relacionados a Insuficiéncia Venosa
Cronica. Diversos estudos comprovam a atividade antioxidante, anti-inflamatoria,
anticancerigena e neuroprotetoras dos componentes desse farmaco. Dentro desse contexto, a
descoberta de novas drogas que possam impedir a progressdo da DP e que reduzam os efeitos
adversos dos tratamentos tradicionais faz-se necessaria, portanto objetivou-se estudar os efeitos
do diosmin sozinho ou associado a L-DOPA no modelo experimental do DP induzido por 6-
hidroxidopamina (6-OHDA). Para isso, ratos lesionados com 6-OHDA (21 pg/ animal)
unilateralemente no corpo estriado direito foram tratados com DM (50, 100 e 200 mg/kg); L-
DOPA (25 mg/kg) ou DM 100 mg/kg em associacdo com L-DOPA 12,5 mg/kg durante 14 dias,
com inicio 7 dias pos-cirurgia. No 21° dia, os animais foram submetidos a ensaios
comportamentais especificos (Teste do Campo aberto, Rotarod e Teste Rotacional induzido por
apomorfina). Em seguida, os animais foram sacrificados e suas areas cerebrais foram,
dissecadas para analises neuroquimicas (glutationa reduzida, peroxidacdo lipidica e nitrito).
DM (100 mg/kg v.0.) foi capaz de reverter os deficits motores induzidos pela 6-OHDA, além
de elevar o niveis de glutationa reduzida (GSH) e reduzir substancialmente os niveis de
nitrito/nitrato. Além disso, a associacdo do Diosmin com a sub-dose de Levodopa mostrou
alguns efeitos melhores do que a L-DOPA sozinha em dose maior. Contudo, DM ndo mostrou
modulacgdo nos niveis de malondialdeido nas &reas cerebrais de animais hemiparkinsonianos.
Assim, DM revelou uma atividade neuroprotetora contra disturbios motores e neuroguimicos
em ratos hemiparkinsonianos lesionados com 6-OHDA. Adicionalmente, nossos dados
sugerem uma possivel eficiéncia na associacdo entre DM com L-DOPA para o tratamento de
défict motor induzido por 6-OHDA em ratos.

Palavras-chave: 6-hidroxidopamina. Diosmin. Doenca de Parkinson.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is one of the most common age-related neurodegenerative disorders,
affecting millions of people worldwide. The disease is characterized by selective death of the
dopaminergic neurons located in the substantia nigra pars compacta in the midbrain, resulting
in motor dysfunction. Levodopa (L-DOPA) is still the “"gold standard™ drug for the dopamine
replacement in PD, alleviating the motor symptoms of the disease. However, L-DOPA causes
a series of collateral effects. Diosmin (DM) is an already marketed drug, composed of a purified
flavonoic fraction, in micronized form of 90% diosmin and 10% hesperidin. It is used for the
symptomatic treatment of symptoms related to Chronic Venous Insufficiency. Several studies
confirm the antioxidant, anti-inflammatory, anticancer and neuroprotective activity of the
components of this drug. In this context, the discovery of new drugs that may prevent the
progression of PD and reduce the adverse effects of traditional treatments is necessary, so it
was aimed to study the effects of diosmin alone or associated with L-DOPA in the experimental
model of DP induced by 6-hydroxydopamine (6-OHDA). For this, unilateral 6-OHDA (21 pg/
animal) lesions in the right striatum were treated with DM (50, 100 and 200 mg/kg); L-DOPA
(25 mg/kg) or DM 100 mg/kg in combination with L-DOPA 12.5 mg/kg for 14 days, starting 7
days post-surgery. On the 21st day, the animals were submitted to specific behavioral tests
(Open field test, Rotarod and Rotational Test). After, the animals were sacrificed, and its brain
areas were dissected for neurochemical analyzes (reduced glutathione, lipid peroxidation and
nitrite). DM (100 mg/kg v.0.) was able to reverse motor deficits induced by 6-OHDA, as well
as increased the levels of reduced glutathione (GSH) and substantially reduced nitrite / nitrate
levels. In addition, the association of Diosmin with sub-dose of Levodopa showed some effects
better than L-DOPA alone at a higher dose. Nevertheless, DM did not show modulation in the
malondialdehyde levels in the brains areas from hemiparkinsonian’s animals. Thus, DM
revealed a neuroprotective activity against motor and neurochemical disturbs in 6-OHDA-
injured hemiparkinsonian rats. Additionally, our data suggest a possible efficiency in the
association between DM with L-DOPA for treatment of motor deficit induced by 6-OHDA in
rats.

Keywords: 6-hydroxydopamine. Diosmin. Parkinson's disease.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca de Parkinson: Desafios e Perspectivas

Textos da cultura indiana contendo descri¢es sobre a Doenca de Parkinson (DP)
datam de 1000 a.c., fontes chinesas também fornecem descrigdes acerca da doenga, mas a
primeira descricdo médica so ocorreu em 1817 por James Parkinson. Parkinson escreveu um
pequeno tratado sobre uma condicdo que ele tinha observado entre seis de seus pacientes
(BARNETT, 2016; GOETZ, 2011).

“Movimento involuntario trémulo, com poténcia muscular diminuida, em partes que
ndo estdo em acéo e até mesmo quando apoiada; com uma propensdo para dobrar o
tronco para a frente, e para passar de um andar a um ritmo de marcha: os sentidos e
intelectos sendo ilesos” (PARKINSON, 1817).

Parkinson chamou esta doenca de paralisia agitante. Mais de 50 anos depois, Jean-
Martin Charcot condenou o uso do termo "paralisia agitante” porque reconheceu que 0S
pacientes ndo sdo marcadamente fracos e ndo necessariamente tém tremor. Ele sugeriu a
utilizacdo do termo “Doenga de Parkinson” em homenagem a James Parkinson e separou a
doenca de Parkinson de esclerose multipla e outras doencas caracterizadas por tremores
(GOETZ, 2011).

A degeneracgdo da substancia negra do mesencéfalo foi relacionada a Doenga de
Parkinson s6 em 1920 por Tretiakoff. No final de 1950 a descoberta da localizagdo da dopamina
no estriado levou a hipotese do papel da perda de dopamina na patogénese da doenca de
Parkinson (GOETZ, 2011). Desta forma, Bertler e Rosengred (1959) concluiram que “a
dopamina esté relacionada com a funcao do estriado e, portanto, com o controle de movimento™.

A doenca de Parkinson (DP) é uma das desordens neurodegenerativas progressivas
relacionada com a idade mais comum. Caracterizada pela morte seletiva dos neurdnios
dopaminérgicos localizados na substancia nigra pars compacta no sistema nervoso central.
Esses neurdnios sdo produtores do neurotransmissor dopamina, envolvidos na coordenacao no
sistema motor. Apesar da etiologia desta doenca ser desconhecida, todos os pacientes com DP
apresentam no sistema nervoso central e periférico os chamados "corpos de Lewy", que sao
agregados intracelulares de a-sinucleina mal dobradas (MAZZETTI et al., 2015;
STANDAERT; GALANTER, 2014).

A destruicdo dos neurbnios dopaminérgicos resulta nas caracteristicas

fundamentais da doenca: disfun¢do motora, incluindo a lentiddo dos movimentos, tremor de
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repouso, rigidez, distdrbios da marcha e instabilidade postural. A extenséo da perda é profunda,
com destruicdo de pelo menos 70% dos neurdnios quando aparecem pela primeira vez 0s
sintomas; com frequéncia, observa-se uma perda de 95% dos neurbnios na necropsia
(STANDAERT; GALANTER, 2014; WU; HALLETT; CHAN, 2015).

A DP normalmente afeta um lado do corpo antes de progredir e envolver o outro
lado. H& um constante agravamento dos sintomas ao longo do tempo, e se ndo tratada, leva a
deficiéncia com imobilidade severa. Embora os sintomas motores da DP dominem o quadro
clinico, e até mesmo definam a sindrome parkinsoniana, muitos pacientes com DP tém outras
queixas que foram classificadas como ndo-motoras. Estes incluem fadiga, depressédo, ansiedade,
distarbios do sono, prisdo de ventre, incontinéncia urinéria e outros distdrbios autonémicos
(sexuais, gastrointestinais), queixas sensoriais, diminui¢do da motivacao e apatia, lentiddo no
pensamento (bradifrenia), e um declinio cognitivo que pode evoluir para deméncia (FAHN;
SULZER, 2004).

A etiologia da morte neuronal na DP ainda ndo est4 clara. VV&rios mecanismos
podem estar envolvidos na morte dos neurdnios dopaminergicos, que incluem extresse
oxidativo, disfuncdo mitocondrial com formacédo de radicais livres, processos inflamatérios,
excitotoxicidade, producdo alterada de fatores neurotroficos, fatores ambientais, acdo tdxica do
Oxido nitrico, além de fatores hereditarios e ambientais. Estes multiplos fatores interagem
mutuamente e induzem um ciclo vicioso de toxicidade que faz com que a plasticidade sinaptica
seja alterada, causando altera¢6es morfoldgicas e finalmente morte celular (CALABRESI et al.,
2015).

As atuais abordagens terapéuticas podem aliviar os sintomas clinicos, mas
ndo podem curar a doenca. A DP € normalmente tratada com terapias de reposicao de dopamina
orais, comumente com o precursor de dopamina: a levodopa (L-DOPA) (CALABRESI et al.,
2015). Sintetizada pela primeira vez em 1910 por G. Barger e J. Ewens, a levodopa foi injetada
pela primeira vez em pacientes parkinsonianos em 1961 por Birkmayer, cujo os efeitos foram
rapidamente observados e publicados (GOETZ, 2011).

Desde entdo a L-DOPA tem fornecido um excelente controle dos sintomas motores
nos estagios iniciais da doenca. No entanto, a longo prazo o tratamento leva a complicacfes
motoras e, ocasionalmente, distdrbios de controle de impulsos causados por intermitente
estimulacdo de receptores de dopamina e efeitos “ON/OFF”, além da necessidade do aumento
da frequencia e das doses de levodopa (CALABRESI et al., 2015; PALFI et al., 2014).

Na busca de compostos que possam previnir, impedir 0 progresso ou até mesmo

encontrar a tdo esperada cura da DP, pesquisadores tem investido suas esperancas em
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compostos naturais que possam substituir ou ao menos amenizar os efeitos colaterais
ocasionados pelos tratamentos convencionais usados para o tratamento de pacientes com
Doenca de Parkinson. Os flavonoides séo fitoquimicos encontrados de forma natural em uma
variedade de frutas e legumes que conferem cor, sabor e aroma aos alimentos e exibem um
grande nimero de atividades bioldgicas, tais como antioxidante, antitumoral, antiplaquetarios,
antimaldria, anti-inflamatorios, antidepressivos e propriedades anticonvulsivantes (GUAN;
LIU, 2016; TESTA et al., 2016).

1.1.2 Epidemiologia, Aspectos Econdmicos e Taxa de mortalidade da Doenca de
Parkinson

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) revelam que 1% da populacao
acima dos 65 anos sofre com a Doenca de Parkinson. No Brasil, segundo a Associagédo
Parkinson Brasilia, a estimativa é de que pelo menos 200 mil pessoas tenham a doenca
(BRASIL, 2014).

Mais de 10 milhdes de pessoas em todo o0 mundo vivem com a Doenca de Parkinson
(PARKINSON’'S DISEASE FOUNDATION, 2016). A incidéncia de doencas crbénicas, como
a DP, devera crescer substancialmente nas proximas décadas a medida que o tamanho da
populacgéo idosa crescer. Estima-se que aproximadamente 630.000 pessoas nos Estados Unidos
tenham sido diagnosticadas com DP em 2010, com uma prevaléncia provavelmente dobrando
até 2040 (KOWAL et al., 2013).

Em termos globais, O custo econémico total da DP em 2014 foi de mais de 9,9
bilhdes de dolares, isso representa um aumento de US $ 3,2 bilhdes desde 2005, ou 46%. Na
Europa 1,2 milhdes de pessoas tém Parkinson: cerca de 260 mil na Alemanha; 200.000 na Italia;
150.000 na Espanha; 120.000 no Reino Unido e 117.000 em Franca (EUROPEAN
PARKINSON'S DISEASE ASSOCIATION, 2016). Na Australia, 1 a cada 340 habitantes vive
com DP (DELOITTE ACCESS ECONOMICS, 2015). Na Alemanha a taxa de incidéncia da
Doenga de Parkindon é de 192 a 229/100 000 pessoas por ano (NERIUS; FINK;
DOBLHAMMER, 2016)

Segundo levantamento de Macleod, Taylor e Counsell (2014), a sobrevida em
pacientes com DP diminui em média 5% ao ano, e a duracdo do inicio da doenca para a morte
em uma série de pacientes falecidos varia de 7 a 14 anos. A idade mais avangada no inicio e a

presenca de deméncia foram mais consistentemente encontradas como preditores
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independentes de mortalidade. Ainda segundo os autores ndo ha evidéncias de que a L-DOPA
conduza a uma reducdo da mortalidade na DP. Xu e colaboradores (2014) verificaram que a

taxa de mortalidade em individuos com DP, aumentou 2,22 vezes em relacdo a populacéo geral.

1.2 Sintese de dopamina e neurotransmissao dopaminérgica

O sistema nervoso pode ser dividido em sistema nervoso central (SNC), composto
pelo encéfalo e pela medula espinal, e sistema nervoso periférico (SNP), composto de todos 0s
nervos e seus componentes fora do SNC. A segunda populacdo de células, as chamadas células
gliais, tem a fungdo de apoiar e proteger os neurdnios. As células gliais também participam da
atividade neuronal, formam um reservatério de células-tronco no interior do sistema nervoso e
propiciam a resposta imunoldgica a inflamacdes e lesbes (KREBS; WEINBERG; AKESSON,
2013).

Mais de 100 milhdes de neurdnios preenchem o sistema nervoso humano. Cada
neurdnio tem contato com mais de mil outros neurdnios. Os contatos neuronais sao organizados
em circuitos ou redes que se comunicam para 0 processamento de todas as informacdes
conscientes e inconscientes do encéfalo e da medula espinal. Qualquer desregulacdo desse
circuito pode levar ao desenvolvimento de anomalias que resultam em doencas (KREBS;
WEINBERG; AKESSON, 2013).

No tronco encefalico de vertebrados, uma regido denominada mesencéfalo abriga
uma colecdo de neurbnios que expressam a dopamina. Na Doenca de Parkinson uma
degeneragédo acentuada desses neurdnios ocorre na parte compacta da substancia negra, uma
regido de coloracdo escurecida com contetdo excepcionalmente alto de melanina em suas
células (VOGT WEISENHORN; GIESERT; WURST, 2016). A degeneracdo acentuada dos
neurdnios dopaminérgicos leva ao esgotamento de dopamina (DA) nas suas projecdes do corpo
estriado, e de outros neurénios do tronco cerebral (ARMANDO et al., 2016). Além do controle
dos movimentos voluntarios, a DA desempenha varias funcdes no cérebro: na modulacdo do
comportamento e cognicdo; motivagdo; punicdo e recompensa; inibicdo da producgdo de
prolactina; dormir; sonhar; humor; atenc&o; memoria de trabalho e aprendizagem (OLGUIN et
al., 2016).

A dopamina é produzida a partir do amino&cido neutro, tirosina. A maior parte da
tirosina é obtida da dieta, e uma pequena proporcdo também pode ser sintetizada no figado a
partir da fenilalanina. A primeira etapa na sintese de DA consiste na conversdo da tirosina em

L-DOPA (I -3,4- diidroxifenilalanina). Essa reagéo é catalisada pela enzima tirosina hidroxilase
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(TH). A préxima e dltima etapa na sintese de DA consiste na conversdo da L-DOPA em DA
pela enzima aminoécido aromético descarboxilase (AADC) (STANDAERT; GALANTER,
2014).

A Dopamina é transportada no interior de vesiculas secretoras para armazenamento
e liberacédo pela agdo de um antiportador de protons ndo-seletivo de monoaminas (VMAT), que
é impulsionado pelo gradiente eletroquimico criado por uma ATPase de protons. Com a
estimulacdo da célula nervosa, as vesiculas de armazenamento de DA fundem-se com a
membrana plasmatica de modo dependente de Ca®*, liberando DA na fenda sinaptica
(STANDAERT; GALANTER, 2014).

Na fenda, a DA pode ligar-se tanto a receptores de DA pds-sindpticos quanto a auto-
receptores de Dopamina pré-sinapticos. Os receptores de dopamina sdo categorizados em duas
familias principais: a familia D1, compreendendo os receptores D1 e D5, e a familia D2,
compreendendo os receptores D2, D3 e D4. Ambas as classes de receptores D1 e D2 séo
receptores acoplados a proteina G (RANGANATH; JACOB, 2016). A maior parte da
Dopamina liberada na fenda sinaptica é transportada de volta a célula pré-sindptica por uma
proteina de 11 dominios transmembrana, o transportador de dopamina (DAT). A DA captada
no interior da célula pré-sinptica pode ser reciclada em vesiculas para uso subseqiiente na
neurotransmissao (pelo VMAT) ou pode ser degradada pela acdo das enzimas monoaminas
oxidase (MAO) ou catecol-O-metil transferase (COMT) (STANDAERT; GALANTER, 2014).

O mecanismo de sintese e neurotransmissdo dopaminérgica pode ser melhor

compreendido na figura 01.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jacob%20SN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26338491

19

Figura 01 - Sintese de dopamina e neurotransmissdo dopaminérgica.
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Fonte: STANDAERT; GALANTER, 2014.

Os neurbnios dopaminérgicos originam-se de uma populacdo de células
progenitoras localizadas na placa mesencefalica, nomeadamente a zona ventricular ventral.
Apbs a diferenciacdo, esses neurénios migram para formar diferentes subgrupos de neurdnios
dopaminérgicos. Assim, no cérebro dos mamiferos, podem distinguir-se nove grupos de células
dopaminérgicas (A8-A17) (STIEVENARD et al., 2016; VOGT WEISENHORN; GIESERT;
WURST, 2016).

Entre esses grupos, podemos destacar dois nicleos principais: a substancia nigra
pars compacta (SNpc, grupo A9) e a area tegmental ventral (ATV, grupo A10). Os neurbnios
dopaminérgicos SNpc enviam projecOes para o estriado dorsal dentro da via nigroestriatal e

regulam o controle voluntario do movimento como parte dos circuitos dos ganglios da base
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(GB). Sua degeneracdo resulta na doenca de Parkinson. Enquanto isso, 0S neuronios
dopaminérgicos ATV projetam para o estriado ventral contendo o nucleo accumbens, bem
como para a amigdala e o cortex pré-frontal através da via mesocorticolimbica (Figura 02)
(LUO; HUANG, 2016; STIEVENARD et al., 2016).

A dopamina liberada da via nigrostriatal modula a transmisséo corticostriatal em
neurdnios espinhosos médios expressando receptores D1 ou D2 de dopamina, o0 que leva a
ativacdo ou supressdo de movimento. A via mesocorticolimbica regula as funcgdes cognitivas,
incluindo emocdo, motivacdo, recompensa e comportamentos viciantes. Disfuncfes nesses
neurbnios tém sido implicadas em transtornos psiquiatricos (LUO; HUANG, 2016). A
proximidade anatdmica e neuroquimica compartilnada dessas duas vias contribuem para o
ajuste fino de comportamentos motivados, a modulacdo da droga de uma via dopaminérgica
afetara a outra (STIEVENARD et al., 2016).
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Figura 02 — Representa¢do esquematica dos dois principais circuitos dopaminérgicos no cérebro

- via nigroestriatal e via mesocorticolimbica.
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Fonte: Google imagens, 2017. Legenda: Representagdo esquematica dos dois principais circuitos dopaminérgicos
no cérebro de humanos. Localizagdo das principais estruturas mesencéfalicas dopaminérgicas no cérebro. Os
neurdnios dopaminérgicos da substantia nigra pars compacta (SNpc, em amarelo) projetam-se para o estriado
dorsal contendo o ndcleo caudado e o putamen. Os neurdnios dopaminérgicos da area tegmental ventral (ATV,
vermelho e verde) projetam-se para o ndcleo accumbens localizado no estriado ventral, na amigdala e no cortex
pré-frontal.

Os ganglios da base consistem no corpo estriado (ndcleo caudado e putamen), os
segmentos internos e externos do globus pallidus (GPi e GPe respectivamente), o ndcleo
subtalamico (NST) e a substancia negra (SN) que é composta por uma camada superior, densa
de células e uma camada mais baixa, escassa de células, denominadas substancia negra pars
compacta (SNpc) e substancia negra pars reticulada (SNpr), respectivamente (GALVAN;
DEVERGNAS; WICHMANN, 2015; VOGT WEISENHORN; GIESERT; WURST, 2016).

A principal regido de entrada do GB é o estriado, que recebe impulsos excitatorios

de muitas regides do cértex cerebral. Cerca de 90% das células estriatais sdo neurbnios
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espinhosos médios que liberam o &cido inibitdrio gama-aminobutirico (GABA) e tém
receptores da dopamina D1 ou D2 que inervam ndcleos alvo distintos, formando a via direta e
indireta (MAGRINELLI et al., 2016; SARKAR; RAYMICK; IMAM, 2016).

As principais regides de saida da GB sdo GPi e SNpr, que projetam para a atividade
de modulacg&o tdlamo de regiBes corticais e para o tronco cerebral. O neurotransmissor principal
do circuito GB € 0 GABA, enquanto que os neurdnios do NST utilizam o glutamato excitatério
e 0s SNpc utilizam a dopamina (MAGRINELLI et al., 2016).

Na via direta, 0s neurdnios estriatais expressam primariamente receptores D1 de
dopamina, estes projetam-se para a saida dos ndcleos basais, 0 GPi. Estes ultimos neurénios
inibem tonicamente o tAlamo. Com a inibicdo do GPi, o tAlamo envia projecdes excitatdrias ao
cortex via glutamato que déo inicio ao movimento. Enquanto na via indireta, 0s neurénios
estriatais expressam predominantemente receptores D2 e projetam-se para o GPe, que inibem
tonicamente neurdnios do nucleo subtalamico. Com o inibicdo do GPe, os neurdnios do NST
podem estimular neurdnios no segmento interno do globo pélido a inibir o tdlamo, inibindo o
movimento (Figura 03A) (STANDAERT; GALANTER, 2014).

Figura 03 - Organizacdo Funcional dos Circuitos dos Nucleos da Base Afetados na Doenga de

Parkinson.
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Fonte: BEDIN, FERRAZ, 2003, adaptado de ALEXANDER, CRUTCHER, 1990. Legenda: Organizagdo
Funcional dos Circuitos dos Nucleos da Base. A: Organizac¢do Funcional dos Circuitos da via direta e indireta nos
nlcleos da base. B: Organizagdo Funcional dos Circuitos da via direta e indireta nos ndcleos da base na Doenca
de Parkinson. SNc (substancia negra compacta); SNr (substancia negra reticulada); GPE (globo pélido externo);
GPI (globo pélido interno); NST (nucleo subtalamico)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Magrinelli%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27366343
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Magrinelli%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27366343
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alexander%20GE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1695401
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Crutcher%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1695401

23

A presenca de niveis aumentados de dopamina no estriado tende a ativar neur6nios
que expressam D1 na via direta, enquanto inibe os neurdnios da via indireta que expressam D2.
Na DP, os niveis reduzidos de dopamina dos ganglios basais causam alteracdes nas fungdes das
vias dos ganglios basais através de alteracbes na excitabilidade neuronal e plasticidade
sinaptica. A eficécia da via direta excitatoria dos ganglios basais diminui enquanto a eficacia
da via indireta inibitdria aumenta resultando em aumento da atividade de disparo neuronal nos
nucleos de saida da GB e levando a uma inibicdo excessiva dos sistemas motores talamo-
cortical e de tronco cerebral, interferindo com a velocidade normal de inicio e execu¢do do
movimento (Figura 03B) (MAGRINELLI et al.,, 2016; SCHROLL; HAMKER, 2016;
STANDAERT; GALANTER, 2014).

1.3 Outras areas cerebrais estdo envolvidas na fisiopatologia da Doenca de Parkinson

Os ganglios basais sdo os principais alvos clinicos e de pesquisa na doenca de
Parkinson, mais recentemente, tornou-se evidente a importancia da degeneracdo adicional,
incluindo outros sistemas catecolaminérgicos. Importante na coordenacdo do movimento
voluntario, da marcha, da postura e das funcdes motoras, o cerebelo tem sido associado a
fisiopatologia da Doenca de Parkinson (WU; HALLETT, 2013).

Estudos anatdbmicos identificaram conexdes reciprocas entre os ganglios da base e
o cerebelo. Existem alteracdes patoldgicas relacionadas com a doenca de Parkinson no cerebelo,
além disso, foram detectadas modula¢des funcionais e morfoldgicas no cerebelo relacionadas a
acinesia/ rigidez, tremor, disturbio da marcha, discinesia e alguns sintomas ndo motores. A GB
e o cerebelo modulam a atividade de areas corticais cerebrais em grande parte sobrepostas
através de lacos multissindpticos, que tradicionalmente se supunham estar separados
(MAGRINELLI et al., 2016; WU; HALLETT, 2013).

Estudos recentes mostraram que o nudcleo dentado do cerebelo se projeta para o
estriado e para o Glébo Palido externo e que o Nucleo Subtalamico tem projecdes disinapticas
topograficas para o cortex cerebelar através dos nucleos pontinos (BOSTAN; DUM; STRICK,
2010). Mostrando que o cerebelo e os ganglios da base tém comunicagdes bidirecionais
substanciais entre si formando uma rede funcional integrada (Figura 04), sugerindo uma
participacdo do cerebelo nos dominios motor e ndo motor (MAGRINELLLI et al., 2016; WU;
HALLETT, 2013).
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Figura 04 — Comunicacéo entre os ganglios da base e o cerebelo.
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Fonte: Adaptado de BOSTAN; DUM; STRICK, 2010. Lengenda: A linha continua indica a projecéo do nucleo
dentado para o estriado, enquanto a linha pontilhada indica a projecdo do ndcleo subtalamico para o cortex
cerebelar. NST = nicleo subtalamico.

Outra area que ganha crescente atencdo no envolvimento com a Doenca de
Parkinson € o hipocampo, uma estrutura do lobo temporal envolvida no aprendizado fisioldgico
e na memdria. O hipocampo parece estar implicada na disfungdo cognitiva observada em alguns
pacientes com doenca de Parkinson (CALABRESI et al., 2013; REGENSBURGER; PROTS;
WINNER, 2014).

Na visdo tradicional da doenca de Parkinson, o hipocampo ndo foi considerado
como tendo um papel, com excec¢do de suas possiveis implicacdes na deméncia, porém, dados
emergentes sugerem interacdes entre 0s sistemas dopaminérgicos e o hipocampo na
plasticidade sinaptica, memdria adaptativa e comportamento motivado. O hipocampo é
modulado pela entrada dopaminérgica a partir da area tegmental ventral e do bulbo olfatério e
pela entrada noradrenérgica do locus coeruleus, podendo, assim, estar envolvidos na regulacdo
motora e do humor (CALABRESI et al., 2013; REGENSBURGER; PROTS; WINNER, 2014).

Uma ampla gama de sintomas ndo-motores, como disturbio do comportamento do
sono, do movimento rapido dos olhos, constipacdo, depressao, ansiedade e apatia esta presente
em pacientes com Doenca de Parkinson, que ocorrem ndo apenas nos estadios avangados, mas
também nas fases iniciais, podendo preceder o inicio da doenga motora. Esses déficits

cognitivos tém sido principalmente implicados na disfuncdo colinérgica e noradrenérgica
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envolvendo fungdes do hipocampo (CALABRESI et al., 2013; REGENSBURGER; PROTS;
WINNER, 2014).

1.4  Fisiopatologia da Doenca de Parkinson

Apesar da etiologia da Doenca de Parkinson ser desconhecida, todos os pacientes
com DP apresentam no sistema nervoso central e periférico os chamados "corpos de Lewy". Os
corpos de Lewy (CL) e neurites de Lewy sdo inclusdes citoplasmaticas eosinofilicas
constituidas por varias estruturas de natureza protéica encontradas em areas de degeneracao
celular, podendo ser consideradas como marcadores de perda neuronal (MAZZETTI et al.,
2015; STANDAERT; GALANTER, 2014; VOLPICELLI-DALEY et al., 2016).

O principal constituinte desses corpos ¢ a a-sinucleina (0-Syn), uma proteina
neuronal de funcdo ainda pouco caracterizada, predominantemente expressa no cérebro em
terminais pré-sinapticos, particularmente no neocértex, hipocampo, estriado, tdlamo e cerebelo
(SALAHUDDIN et al., 2016). Mutac6es pontuais, duplicacdo de genes e eventos de triplicacéo
no locus a-Syn foram identificados numa série de familias com DP de inicio precoce dominante
autossomica (KOUKOURAKI; DOXAKIS, 2016). Quando mutado ou sobre-expressos, a-Syn
afeta varias vias de transporte de membrana e de esforco, incluindo exocitose, transporte do
Reticulo Endoplasmatico (RE) ao Complexo de Golgi (CG), estresse do RE, homeostase no
CG, endocitose, autofagia, estresse oxidativo e outros (WANG; HAY, 2015).

Substancias toxicas sdo geradas durante o transporte de elétrons, reacdes
enzimaticas, de auto-oxidacao, ou ainda, pelo grupo heme de proteinas, comumente chamadas
de espécies reativas de oxigénio (EROs), como o oxigénio livre (02), o anion superédxido (O2-
), 0 peroxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxil. Um radical livre é definido como um
atomo ou molécula de qualquer espécie que contém um ou mais elétrons ndo pareados. Esses
radicais sdo capazes de reagir rapidamente com varios compostos ou atingir alvos celulares,
como as membranas lipidicas, causando danos as células, inclusive a morte celular
(ANSCHAU; IAGUER, 2011).

As mitocondrias sdo uma importante fonte de espécies reativas de oxigénio,
produzidos como subprodutos da fosforilagdo oxidativa normal, em particular, os complexos |
e Ill da cadeia transportadora de elétrons. EROs s@o importantes moléculas de sinalizagédo
intracelular que regulam a diferenciagdo, o crescimento, a morte celular e envelhecimento. O
cérebro é um dos 6rgdos mais vulneraveis aos efeitos das EROs por causa de sua alta demanda

de oxigénio e sua abundancia de células suscetiveis a peroxidacao lipidica. Pequenos aumentos
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nos niveis de EROS podem estimular vias celulares a obter respostas antioxidantes e proteger
as células contra insultos maiores posteriores a sinalizagdo. Por outro lado, o excesso de EROS
contribui para a peroxidacdo lipidica, danos no DNA, a inibicdo da atividade da cadeia
respiratoria mitocondrial, e em ultima andlise, a morte celular neuronal (BINGOL; SHENG,
2016; CHATURVEDI; BEAL, 2013; KIM et al., 2015).

A substéncia nigra pars compacta € uma regido particularmente sensivel a EROs,
provavelmente por causa da presenca da dopamina enddgena, ferro e neuromelanine. Além
disso, nesta area o sistema de defesa antioxidante e desintoxicante séo fracos devido aos baixos
niveis de GSH. A glutationa reduzida e os sistemas antioxidantes a base de GSH sé&o
importantes reguladores de neurodegeneracdo associada a DP. Todo esse desequilibrio entre
espécies oxidantes e antioxidantes podem afetar o aparecimento e/ ou o curso de um nimero de
doencas comuns, incluindo a doenca de Parkinson e doencas de Alzheimer (MAZZETTI et al.,
2015).

Outro fator envolvido na patologia da DP é a ativacdo da microglia, células do
sistema imunoldgico residentes no cérebro. Como macréfagos residentes no SNC, a microglia
é classicamente vista como a primeira linha de defesa da resposta imune a insultos do SNC e
condicGes patoldgicas. Sob condi¢des neuropatoldgicas, a microglia passa de um vigilante para
um estado reativo. As microglias ativadas podem produzir varias moléculas potencialmente
neurotoxicas, incluindo o éxido nitrico sintase induzivel (iNOS) e citocinas pré-inflamatorias,
tais como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e a interleucina-1 beta (IL-1p) (CARTA et
al., 2017; JUNG; LEEM; KIM, 2014).

O 6xido nitrico (NO) regula varios processos patolégicos e fisioldgicos no corpo de
mamiferos, dependendo da sua concentracédo e local de produgdo. Um nivel definido de NO é
necessario para as fungoes fisioldgicas normais. No entanto, uma producao excessiva de NO na
célula esta associada a reducdo da defesa antioxidante, o que torna as células mais vulneraveis.
Devido a natureza muito instavel, NO é convertido em nitrito, peroxinitrito e outras espécies
reativas de nitrogénio que pode levar ao estresse nitrosativo no sistema nigroestriatal. Estresse

nitrosativo é amplamente implicado na Doenca de Parkinson (GUPTA et al., 2014).
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1.5 Modelo animal da Doenca de Parkinson em roedores induzido com 6-
hidroxidopamina (6-OHDA)

O uso de animais e celulas para modelar diferentes aspectos da Doenca de
Parkinson possibilita o estudo tanto da progressao da doenca, como também permite explorar
possiveis tratamentos. Embora, nenhum dos modelos animais ou celulares atuais de DP
contemplem todas as caracteristicas fisiopatologias prevalecentes desta doenca em humanos,
eles tém contribuido amplamente para o conhecimento da Doenga de Parkinson. Atualmente
existem modelos animais e celulares induzidos por toxinas e modelos genéticos (DUTTA,;
ZHANG,; LIU, 2008; JAGMAG et al., 2016).

Pesquisadores geralmente preferem modelos que utilizam o rato para simular
doencas genéticas humanas, pois 0s ratos apresentam redes neuronais semelhantes a dos
humanos, com genes homadlogos, indicando que modelos de ratos com DP sdo susceptiveis de
espelhar os eventos patoldgicos que ocorrem em humanos com esta doenca. Além disso, 0
tempo de vida relativamente longo (2 anos) oferece a oportunidade para avaliar alteragoes
patoldgicas em todo o processo de envelhecimento. Finalmente, o amplo espectro de leitura
fenotipica em roedores melhor representa as caracteristicas complexas da Doenca de Parkinson
humana (LEE; DAWSON; DAWSON, 2012).

A 6-hidroxidopamina (6-OHDA), é um metabolito hidroxilado de dopamina, com
efeito seletivo sobre neurbnios catecolaminérgicos, devido a sua analogia estrutural as
catecolaminas. Desta forma a 6-OHDA é captada por estes neur6nios através do sistema de
transporte de alta afinidade presente em seus terminais (DAT), que transporta a toxina dentro
dos neurdnios dopaminérgicos, produzindo perdxido de hidrogénio, radicais superdéxido e
radicais hidroxilo durante a sua auto-oxidacao, conduzindo a geracao de espécies reativas de
oxigenio e, em ultima anélise, a citotoxicidade relacionada com o stress oxidativo. Como um
mecanismo adicional, o0 6-OHDA pode acumular-se nas mitocéndrias, onde inibe a atividade
do complexo | da cadeia respiratoria (BLANDINI; ARMENTERO, 2012; PONZONI;
GARCIA-CAIRASCO, 1995; ZHANG et al., 2015).

A leséo causada pela 6-OHDA imita muitas caracteristicas cruciais de neuronios
em degeneracdo observada em amostras de DP humanos, que incluem oxidagéo e nitracdo de
proteinas, a inibigdo do proteassoma, o aumento da ubiquitinacéo de proteinas, a deplecdo de
glutationa reduzida(GSH), e a acumulacdo de proteinas de sinalizacdo ativadas (PONZONI;
GARCIA-CAIRASCO, 1995; ZHANG et al., 2015).
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A 6-Hidroxidopamina sendo hidrofilica ndo pode atravessar a barreira
hematoencefélica (BHE) e, assim, a administracdo € realizada por injecao direta na substancia
nigra pars compacta, no feixe medial do prosencéfalo (FMP) ou estriado, dependendo da
velocidade que a formacéo da lesdo € desejada (BLESA; PRZEDBORSKI S, 2014; JAGMAG
et al., 2016). Devido a dificuldade em direcionar essas pequenas estruturas cerebrais, 0 6-
OHDA é mais comumente usado em ratos do que em comundongos para modelar DP (TIEU,
2011).

Classicamente a 6-OHDA é injetada no SNpc ou no feixe medial do prosencéfalo,
produzindo uma lesdo macica, praticamente completa, de corpos celulares dopaminérgicos
nigrais. Os neurdnios SNpc comegam a morrer nas primeiras 12 h de injecéo, e a lesdo marcada
dos terminais dopaminérgicos estriados, paralelamente a deplecdo de dopamina, ¢é estabelecida
dentro de 2-3 dias (BLANDINI; ARMENTERO; MARTIGNONI, 2008; BLANDINI;
ARMENTERO, 2012; TIEU, 2011).

Em meados da década de 1990, foi proposta uma variante do procedimento original,
na qual o 6-OHDA ¢ injetado no estriado, onde os terminais dos neurénios SNpc estdo
localizados, resultando no dano imediato dos terminais estriatais, seguido pela perda celular
progressiva retardada dos neuronios SNpc, que sdo secundariamente afetados, induzindo dano
lento, progressivo e parcial & estrutura nigroestriatal de uma forma retrégrada durante um
periodo de até 3 semanas. Esta modalidade alternativa proporcionou assim um modelo
progressivo de degeneracdo nigroestriatal mais semelhante a evolucdo gradual do processo
neurodegenerativo da DP humana (BLANDINI; ARMENTERO; MARTIGNONI, 2008;
BLANDINI; ARMENTERO, 2012; TIEU, 2011). O modelo estriatal também mostrou produzir
sintomas ndo-motores da DP, incluindo disfuncdo cognitiva, psiquiatrica e gastrointestinal.
Além disso, sendo o estriado uma estrutura grande, aumenta a probabilidade de sucesso da
cirugia para inducdo do modelo (TIEU, 2011).

Uma Unica infusdo estriatal de 6-OHDA (20 ug/ 3 uL) provoca uma lesdo dos
terminais dopamineérgicos, que engloba um terco do estriado injetado 24 h ap0s a injecéo
(Figura 05). A perda de terminais dopaminérgicos aumenta entdo linearmente, nos dias
seguintes, atingindo o pico na terceira semana (BLANDINI; ARMENTERO; MARTIGNONI,
2008).
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Figura 05 — Curso temporal da lesdo nigrostriatal apds injecdo intrastriatal de 6-OHDA no
cérebro de ratos.
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Fonte: BLANDINI; ARMENTERO; MARTIGNONI, 2008. Legenda: Curso temporal da lesdo nigrostriatal apds
injecdo intrastriatal de 6-OHDA. S&o mostradas as coloragdes imunoistoquimicas para a tirosina hidroxilase (TH)
no estriado de ratos lesionados, em diferentes pontos temporais. As barras representam o volume estriatal (%)
desprovido de coloragdo TH, no hemisfério lesionado.

Como existe uma alta taxa de mortalidade associada com injecdes bilaterais, onde
uma maior propor¢do de animais morre como resultado de afagia, adipsia e convulsdes,
tipicamente, é realizada a injecdo unilateral em um hemisfério (modelo hemiparkinsoniano),
deixando o lado nédo lesionado como um controle interno. Subsequente a esta a lesdo unilateral,
uma injecdo sistémica de agonistas dos receptores da dopamina (tais como apomorfina), induz
a rotacdo assimétrica (BOVE; PERIER, 2012; TIEU, 2011).

Este comportamento rotacional esta relacionado com o grau da lesdo nigrostriatal,
embora este ndo seja um indicador preciso da perda de células dopaminérgicas. Varios
mecanismos compensatorios, como o aumento da densidade do receptor pds-sinaptico D2 da
dopamina, por exemplo, sdo ativados em resposta a lesdo para compensar a diminuicdo da
dopamina. Esta hipersensibilidade a dopamina no lado lesionado implica um desequilibrio entre
os dois estriados e uma resposta assimétrica aos farmacos dopaminérgicos administrados
sistematicamente. Quando sdo administrados agonistas dopaminérgicos tais como apomorfina
ou levodopa, o animal exibe uma rotacdo contralateral. Isto é devido ao fato de o lado néo
lesionado ser capaz de libertar mais dopamina do que o lado lesionado (BOVE; PERIER, 2012).

A perda de células SNpc tardia e progressiva, que pode ser obtida com a infusdo
intrastriatal de 6-OHDA, fornece uma excelente ferramenta para testar tratamentos inovadores
de natureza diferente, particularmente relacionada a neuroprote¢do. Em contraste, a injecédo
intra-SNpc ou intra-fmb ird produzir uma lesdo completa e imediata e, portanto, uma janela
terapéutica é praticamente inacessivel (BLANDINI; ARMENTERO; MARTIGNONI, 2008).

A principal vantagem de utilizar o modelo de 6-OHDA é o seu efeito quantificavel

na anomalia motora nos animais, no entanto, como muitos outros modelos neurotéxicos de DP,
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a propriedade neurodegenerativa aguda do modelo 6-OHDA ndo tem os efeitos progressivos,
dependentes da idade, como ocorre nos individuos com Doenca de Parkinson. Além disso,
corpos de Lewy ndo estao presentes neste modelo. Apesar da evolucéo progressiva dos modelos
animais PD, a injecdo intracerebral de 6-OHDA ainda é a ferramenta mais utilizada na obtencéo
de lesdo nigroestriatal controlada no animal, devido a complexidade e custo relativamente
baixos do procedimento (BLANDINI; ARMENTERO; MARTIGNONI, 2008; TIEU, 2011).

1.6 Levodopa: tratamento padrdo-ouro para o controle dos sintomas motores da

Doenga de Parkinson

Atualmente, ndo ha terapias modificadoras para a Doenca de Parkinson e a
levodopa (L-DOPA ou LD) permanece como o tratamento padrdo-ouro para o controle dos
sintomas motores da doenca. No entanto, a administracao repetida de L-DOPA pode induzir
flutuacbes motoras, bem como transtornos de controle impulsivo e movimentos involuntérios,
também chamado de Discinesia Induzida por L-DOPA (DIL). A DIL ¢ a flutuagcdo motora mais
perturbadora e pode ser incapacitante e interferir com a vida diaria. Dentro de 5 anos de
tratamento, cerca de 50% dos pacientes desenvolvem flutuagcdes motoras e discinesia. Portanto,
existe um objetivo crescente de melhorar o tratamento € proporcionar uma concentracao
plasmética mais estavel e mais sustentada de LD e conseqliente transmissdo dopaminérgica
continua no sistema dos ganglios basais (ANNUS; VECSEI, 2017; PAN, CAl, 2017).

A L-DOPA é o precursor da dopamina, e ao contrario da DA, pode penetrar através
da barreira hemato-encefalica. No entanto, apds ingestdo oral, LD é extensivamente e
rapidamente metabolizado por enzimas periféricas (ANNUS; VECSEI, 2017). Desta forma,
comumente utiliza-se junto com a levodopa um inibidor de dopa-descarboxilase periférica no
tratamento da DP para reduzir a sua rapida conversdao em dopamina nos tecidos periféricos,
porém, mesmo assim esse tratamento normalmente resulta em efeitos colaterais. Uma das
principais causas dos efeitos colaterais associados a L-DOPA ¢ a formacéao de 3-O- Metildopa
(3-OMD), que € o seu principal metabolito, e pode interferir com a utilizacdo de L-DOPA, e
também pode induzir danos neuronais através do estresse oxidativo (ROCHA et al., 2016).

A medida que a degeneragao dos terminais dopaminérgicos progride, a capacidade
de armazenamento dos neurénios dopaminérgicos diminui, levando ao encurtamento do efeito
da L-DOPA, estimulacdo pulsatil de receptores de dopamina e ao aparecimento de flutuacoes e

discinesia. Além disso, ha uma série de evidéncias que apontam para a contribuicdo da LD
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principalmente para o estresse oxidativo e neuroinflamag&o no estriado lesionado onde ocorrem
alteracOes relacionadas a discinesia, assim como uma sobreativacdo glial pela L-DOPA que
conduzem uma comunicacdo neurbnio-glia aberrante, que afeta a atividade sinaptica e a

neuroplasticidade, contribuindo para o desenvolvimento da discinesia (CARTA et al., 2017).

1.7 Flavondides

Os flavonoides sdo metabolitos secundarios da classe dos polifendis. Séo
compostos policiclicos possuindo uma estrutura C6-C3-C6, consistindo de dois anéis
aromaticos ligados por um heterociclico oxigenado. Substituido com numeros varidveis de
grupos hidroxilas, suas principais classes de valor dietético sdo: antocianinas, isoflavonas,
flavonas, flavondis, flavanonas, flavanas, e os oligoméricos relacionados e polimérico
proantocianidinas. Nestas classes ha grandes variacOes estruturais, dependendo do nivel de
hidrogenagdo, hidroxilacdo, metilacdo e sulfonacdo das moléculas (CERQUEIRA;
MEDEIROS; AUGUSTO, 2007; HUGEL et al., 2016).

Os flavonoides sdo produtos naturais amplamente distribuidos no reino vegetal,
mais de 6000 tipos de flavondides foram identificados até o momento (TESTA et al., 2016). Os
flavondides sdo amplamente utilizados como antioxidantes, por apresentarem Varios grupos
hidroxila fendlicos que doam atomos de hidrogénio ativos e param/retardam a oxidagdo de
lipidios. Eles podem proteger constituintes celulares contra o estresse oxidativo e, por
conseguinte, reduzir o risco de doencas neurodegenerativas associadas com 0 estresse
oxidativo, como a DP (DU et al., 2016; SOLANKI et al., 2015).

Como moléculas de sinalizacao, flavonoides interagem com receptores celulares ou
proteinas-chave (quinases) e enzimas que estdo envolvidas na cascata de sinalizacdo para
catalisar ou regular vias de sinalizacdo, resultando em respostas fisiologicas ou expressao dos
genes que medeiam a funcdo das células sob condicoes normais e patoldgicas. Os flavonoides
séo capazes de modular a atividade de diversas vias metabolicas e reduzir o declinio cognitivo
e disfuncéo neuronal (HUGEL et al., 2016; SOLANKI et al., 2015).

Até o momento, hé pouca informagéo sobre a biodisponibilidade dos flavondides e
sua capacidade de alcancar o Sistema Nervoso Central (SNC), poréem, a detecgdo de alguns
polifendis e seus metabdlitos em diferentes areas do cérebro apds a administracdo oral em
modelos murinos indica que, pelo menos, alguns flavondides sdo capazes de atravessar a

barreira hematoencefalica. No entanto, muitos flavondides ndo alcangararam sucesso como


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carta%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27859864
https://pt.wikipedia.org/wiki/Metabolito_secund%C3%A1rio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Polifenol
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=H%C3%BCgel%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26926184
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=H%C3%BCgel%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26926184

32

agentes terapéuticos devido ao conhecimento insuficiente quanto ao seu metabolismo e
mecanismo de a¢do (MATIAS; BUOSI; GOMES, 2016).

1.7.1 Diosmin®

O Diosmin® € um medicamento ja comercializado, composto por uma fracéo
flavondica purificada, sob forma micronizada de 90% diosmina e 10% hesperidina. E utilizado
para o tratamento de sintomatico das varizes e de outros sintomas relacionados a Insuficiéncia
Venosa Cronica como dor nas pernas, sensacdo de queimacdo, inchacgos e no tratamento dos
sintomas relacionados a insuficiéncia venosa do plexo hemorroidario como dor, inchago local,
sensacdo de queimacéo e sangramento (ACHE, 2015).

A hesperidina (Figura 06B) é uma flavanona extraida da espécie Rutaceae
aurantieae, um tipo de laranja pequena colhida na Espanha, Africa do Norte e China, cuja
principal propriedade fisioldgica € a sua atividade anti-inflamatoria. A diosmina (Figura 06A),
que difere molecularmente da hesperidina pela presenca de uma ligacdo dupla entre dois atomos
de carbonos no anel central de carbono, é uma flavona sintetizada a partir da hesperidina. Os
compostos hesperidina e o diosmina sdo exemplos de flavondides que sdo relatados como
efetivos contra radicais livres (BOGUCKA-KOCKA et al., 2013; DEL-RIO et al., 2004;
LEWINSKA et al., 2017; UMENO et al., 2016).

Figura 06 — Estruturas quimicas da diosmina e da hesperidina

Fonte: Adaptado de CAMPANERO et al., 2010. Legenda: (A) Estrutura quimica da Diosmina; (B) Estrutura
quimica da Hesperidina.

A diosmina tem sido utilizada ha mais de 30 anos como flebotonico e agente de
protecdo vascular. O composto apresenta uma ampla gama de atividades bioldgicas, incluindo
anti-inflamatorios, reducédo de lipidios no sangue, anti-hiperglicémicos, antioxidantes e de

eliminacdo de radicais livres. Recentemente a diosmina comecgou a ser investigada como


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lewinska%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27890807
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farmaco terapéutico para outras doengas como: céancer, sindrome pré-menstrual, colite e
diabetes. Além disso é também um agente potencial para o tratamento de doencas
neurodegenerativas (BOGUCKA-KOCKA et al., 2013; MONOGRAPH. DIOSMIN, 2004).

Apds administracdo oral, a diosmina ¢é rapidamente hidrolisada por
enzimas da microflora intestinal em sua flavona aglicona, a diosmetina (Figura 07), que é
subsequentemente absorvida pelo sistema circulatorio. Apds 26-43 h, a diosmetina é degradada
em acidos fendlicos ou seus derivados conjugados com glicina e eliminados através da urina.
A diosmina e a diosmetina que ndo sdo absorvidas, sdo eliminadas nas fezes (BOGUCKA-
KOCKA et al., 2013).

Figura 07 — Estrutura quimica da diosmetina.

OH
OCH,

HO o)

OH o)

Fonte: CAMPANERO et al., 2010.

1.7.1.1 Mecanismo de Acdo do Diosmin e bases para a sua atividade neuroprotetora

Entre os farmacos vasoativos, a fragdo micronizada purificada flavondide de
diosmina e hesperidina (MPFF) continua a ser o0 agente com o mais alto grau de recomendacéo
e também indicado para o apoio farmacoterapéutico de cicatrizacdo da Ulcera de perna,
juntamente com sulodéxido e pentoxifilina (GAVORNIK; GASPAR; GAVORNIKOVA,
2015).

Existe apenas um mecanismo neuronal totalmente estabelecido atribuido ao
Diosmine. Seu mecanismo de a¢do tem como principio a inativagdo da enzima catecol-O-
metiltransferase (COMT), que metaboliza as catecolaminas (dopamina, epinefrina e
norepinefrina) que ndo se ligaram a nenhum receptor durante a neurotransmisséo. A
noradrenalina € produzida nos neurénios dopaminérgicos no sistema nervoso simpatico e
exerce uma série de funcdes dependo do tipo de receptor ao qual se liga. Quando ligada ao
receptor al acoplados a proteina G das células do tecido muscular dos vasos sanguineos, ela
promove a vasoconstricdo dos mesmo (Figura 08), pelo aumento das concentragdes de célcio
dentro das células (BOUDET; PEYRIN, 1986; OLIVEIRA, 2008).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campanero%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19800189
https://pt.wikipedia.org/wiki/Dopamina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Epinefrina
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Figura 08 — Mecanismo neuronal da noradrenalina na vasoconstri¢do e vasodilatacdo dos vasos

sanguineos

Noradrenalina

Neurénio simpatico

Vaso Sanguineo

L 2
VASOCONSTRIGAO VASODILATAGAO

|

Fonte: Autora. 2017. Legenda: O mecanismo neural da noradrenalina envolve, basicamente, as fibras do sistema
simpético, e parassimpatico, em alguns drgdos — a musculatura esquelética, aparentemente, ndo recebe inervagao
parassimpatica, apenas simpatica, portanto, inervacdo adrenérgica. As fibras simpéticas liberam, no 6rgéo-
alvo, noradrenalina. Grande variedade da resisténcia vascular periférica € dada pela resisténcia das arteriolas
musculares. Essas arteriolas possuem dois tipos de receptores na sua musculatura lisa que sdo: al e R2. Os
receptores 32, quando estimulados, produzem vasodilatagdo; porém, a noradrenalina tem uma afinidade muito
maior pelo al, do que pelo B2, entdo ela é tipicamente vasoconstritora. O papel do Diosmin® nesse mecanismo é
sua atividade de inativagdo de COMT. Catecol-O-metiltransferase sdo enzimas que agem degradando as
noradrenalinas, desta forma, com a eliminacdo das COMT, mais noradrenalina ficam livres para exercer sua fungdo
vasoconstritora sob 0s vasos sanguineos, amenizando os sintomas ligadas a Insuficiéncia Venosa Cronica.

O efeito inibitério do Diosmin® sobre a captura e 0 metabolismo da noradrenalina
pelas paredes venosas, resulta em um aumento do tdnus vascular com reducdo da elasticidade
e permeabilidade nos vasos sanguineos. Alguns flavonoides como: crisina, apigenina, luteolina,
myricetin e a diosmina, possuem essa caracteristica de estender o efeito da noradrenalina na
parede da veia. A presenca e a posicdo de grupos hidroxilo no anel B e a presenca de uma
ligacdo dupla entre C2 e C3 da benzopirano parecem aumentar a poténcia vasodilatadora da
diosmina (BOGUCKA-KOCKA etal., 2013).

O espessamento e a remodelacdo da parede venosa séo influenciados por dois
parametros: estresse anormal de cisalhamento e hipoxia que ativam o endotélio primeiro no
nivel de cuspides valvulares e, em seguida, em grandes veias. A hipoxia leva a ativagdo do
endotélio e acimulo de leucdcitos. A ativacdo do endotélio leva a libertacdo de prostaglandinas
(em particular PGF 2a) e fator de crescimento de fibroblastos b (b-FGF), ambos fatores séo
conhecidos por estarem diretamente envolvidos na remodelacdo e consequentemente na

ocorréncia de varizes. A adesdo dos globulos brancos a superficie endotelial é estabelicida
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através de certas moléculas, entre elas: molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1), a molécula
de adesao de células vascular-1 (VCAM-1), Antigénio-1 associado a fun¢éo linfocitaria (LFA-
1) e Antigénio-4 (VLA-4). Essa interacao entre células endoteliais e leucdcitos leva a libertacéo
de enzimas proteoliticas e radicais livres (KATSENIS, 2005).

Alem de ser um potente inibidor da prostaglandina, Diosmin® reduz a expressdo de
moléculas de adesdo endotelial e inibe a adesdo, migracdo e ativagdo de leucdcitos no nivel
capilar. Ao inibir a ativacdo endotelial, a fragdo flavondide purificada micronizada (Diosmin®),
pode prevenir a cascata inflamatoria resultante da interacdo leucdcito-endotélio. Isto
Subsequentemente atrasa o aparecimento de refluxo e inibe o inicio do circulo vicioso
terminando em aumento venoso pressdo proporcionando assim protecdo contra danos
microcirculatério (KATSENIS, 2005; MONOGRAPH. DIOSMIN, 2004).

A dose habitual recomendada de Diosmin® é de 1000 mg uma vez por dia, e
segundo o fabricante ndo existem estudos que comprovem interacbes com outras medicacgoes
(ACHE, 2015). De fato existem numerosos estudos que confirmam a eficécia e seguranca do
Diosmin® em doses de até 2000 mg por dia em alguns meses de terapia (GUILLOT et al., 1989;
MEYER, 1994; STANIEWSKA, 2016), Em um estudo recente, realizado por Staniewska
(2016) envolvendo 327 pacientes que tomaram uma dose de 2000 mg por dia de Diosmin® por
um periodo de 4 meses, ndao foram observados eventos adversos significativos em aspectos
como contagem de células sanguineas, nivel de fibrinogénio, nivel de alanina transaminase e
aspartato, nivel de ureia e creatinina, analise de urina, nivel de pressdo arterial sistélica e
diastolica.

Além dos seus efeitos nos vasos sanguineos, outras atividades foram observadas
com seus constituintes, a hesperidina e a diosmina. Foram encontrados uma série de trabalhos
testando e comprovando a atividade neuroprotetora da hesperidina em modelo animal da
Doenca de Parkinson (ANTUNES et al., 2014; TAMILSELVAM et al., 2013), porém, trabalhos
usando a associacdo diosmina mais hesperidina ou mesmo testando apenas a diosmina em
modelo animal especifico de DP ndo foram encontrados até o momento. Apesar disso, a
Diosmina tem mostrado atividade neuroprotetora em outros modelos de doencas
neurodegenerativas, como o Alzheimer (REZAI-ZADEH et al., 2009; SAWMILLER et al.,
2016). O que nos leva a hipotetizar, com base em todas os dados da literatura ja relatados das
atividades bioldgicas atribuidas aos compostos diosmina e hesperidina, que essa associacao é
capaz de proteger e até reverter o quadro neurodegenerativo caracteristico da Doenga de

Parkinson.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Katsenis%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15641940
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Katsenis%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15641940
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guillot%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2632651
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Antunes%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25280422

36

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar o0 potencial neuroprotetor do Diosmin® nas alteracfes
neurocomportamentais e de neurodegeneracdo em modelo de Doenca de Parkinson induzido

por 6-hidroxidopamina em ratos.

2.1.1 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito do Diosmin® nas alteracdes comportamentais dos testes de atividade
locomotora espontanea: Campo aberto (avaliacdo do sistema dopaminérgico - DA e
glutamatérgico mesolimbico) e de mensuracéo da lesdo nigroestrial: teste do rotarod
e teste rotacional no modelo de Doenga Parkinson induzido por 6-OHDA em ratos;

e Avaliar o efeito do Diosmin® no estresse oxidativo e nas alteragdes da atividade
enzimatica dos sistemas antioxidantes em cértex pré-frontal (CPF), corpo estriado
(CE), hipocampo (HC) e vermis cerebelar (VC) de ratos submetidos ao modelo de
Doenca de Parkinson induzido por 6-OHDA;

e Verificar os efeitos da associacdo Diosmine@ + L-DOPA nas alteracdes
comportamentais de ratos submetidos ao modelo de Doenga de Parkinson induzido
por 6-OHDA,

e Avaliar os efeitos da associacdo Diosmin® + L-DOPA no estresse oxidativo e
peroxidacdo lipidica no modelo da Doenca de Parkinson induzido por 6-OHDA em

ratos.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram utilizados nos experimentos ratos albinos da espécie Rattus novergicus
albinus da raga Wistar, adultos, do sexo masculino, pesando entre 250 e 300 gramas (n= 06),
provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal do Ceard, Fortaleza e os mesmos foram conduzidos a Hospedaria da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara Campus de Sobral. Os animais foram
divididos aleatoriamente em grupos e mantidos em caixas grandes padrdo para ratos, de
prolipropileno e com armazenamento méaximo de seis animais por caixa. Os mesmos foram
acondicionados a temperatura constante (24 + 1°C), com ciclo de claro/escuro de 12 horas,

recebendo racdo padrdo e agua ad libitum.

3.1.1 Aspectos éticos

O protocolo experimental deste projeto foi submetido ao Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da UFC Campus Sobral, com numero de aceite 14/15. Todos o0s
procedimentos experimentais foram elaborados de acordo com o “Guia para Cuidados e Uso
de Animais de Laboratério” da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratdrio
(SBCAL). Todos os esforcos foram feitos para minimizar o nimero e o sofrimento dos animais

utilizados.

3.1.2 Modelo Experimental de Doenca de Parkinson através de Neurodegeneracgao
induzida por 6-OHDA em ratos

3.1.2.1 Cirurgia estereotaxica

Os animais foram divididos em sete grupos (n=6), sendo o grupo 01 formado por
animais falso operados (Sham/ lesionados com salina 0,9 %) e os grupos de 02 a 07 os animais
foram lesionados com a neurotoxina 6-OHDA, no corpo estriado direito do rato. Os animais
foram anestesiados com ketamina (100 mg/kg; i.p.) e xilasina (10 mg/kg; i.p.), apds a anestesia,

foi verificado se 0 animal apresentava qualquer reflexo doloroso. A cabeca do animal foi fixada
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no aparelho estereotaxico (INSIGHT), através de duas barras de fixacdo inseridas nos meatos
auditivos externos do animal e os dentes incisivos fixados em uma barra de sustentacéo.

Logo apos a fixacdo do animal, foram realizadas tricotomia e assepsia da regiao
superior da cabeca (alcool 70%). Uma pequena inciséo foi feita na cabeca do animal e com isso,
foi possivel a localizacdo do bregma. Tendo a localiza¢do do bregma, o peridsteo foi removido
e foram determinadas as coordenadas estereotdxicas (em milimetros), segundo o atlas de
Paxinos e Watson (1986), para a realizacdo de 3 orificios por trepanagdo, segundo Souza e
colaboradores (2017): 1: L: —2.5, AP: +0.5, V: +5.0; 2: L:=3.0, AP: —0.5, V: +6.0; ¢ 3: L: —3.7,
AP: —0.9, V:+6.5, em relagdo ao bregma, com o auxilio de uma broca elétrica realizou-se a
trepanacgéo no cranio do animal. Em seguida com uma seringa de Hamilton de 5 pL, os animais
receberam injecdo intraestriatal de 6-OHDA (21ug/uL) (BATASSINI et al., 2015; SOUZA et
al., 2017) ou salina (0,9%) no corpo estriado direito (2 pul por orificio) (Figura 09).

Figura 09 - llustragdo do Modelo de Doenca de Parkinson induzido por injecdo unilateral de 6-
hidroxidopamina (6-OHDA).
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Fonte: FROTA, 2014.
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3.2 Diosmin: fracdo flavonoica purificada, sob forma micronizada de 90% diosmina e
10% hesperidina

O farmaco testado nesse modelo experimental possui nome comercial Diosmine,
foi adquirido em forma de comprimidos revestidos, comercializados pelo laboratorio ACHE.
As doses escolhidas para serem testadas foram baseadas nos resultados obtidos por Liu e
colaboradores (2015).

3.3 Levodopa

A levodopa utilizada nos experimentos foi adquirida cormecialmente sob o nome
de Prolopa®HBS (100 mg de Levodopa + 28, 5 mg de Cloridrato de benserazida/ laboratério
Roche). As doses escolhidas foram baseadas no trabalho de Chen e colaboradores (2015).

34 Tratamento farmacoldgico

Apbs o procedimento cirtrgico descrito no tépico 3.1.2.1 para inducdo de
parkinsonismo, os animais foram deixados em suas respectivas caixas na hospedaria por um
periodo de sete dias. No oitavo dia iniciou-se o tratamento (via gavagem) com duragdo de 14
dias.

Como ja mencionado anteriormente, foram utilizados 7 grupos experimentais nesse
estudo. Inicialmente testou-se trés concentracdes de Diosmine diluido em salina (0,9%) para
determinacdo da melhor dose, desta forma os grupos 3, 4, e 5 foram tratados com Diosmin
(DM) nas doses de 50 (DM50); 100 (DM100); 200 (DM200) mg/Kg v.o., respectivamente, cujo
os resultados obtidos foram comparados com dois grupos controles: Grupo 1 — Sham (falso
operado) e grupo 2 (6-OHDA\) tratados com salina (0,9%).

Com os resultados preliminares das trés doses testadas. Dois novos grupos de
animais foram utilizados, um grupo 6 que foi tratado com Levodopa (LD) 25 mg/kg, uma dose
eficaz no tratamento de neurodegeneracédo induzida por 6-OHDA (CHEN et al., 2015; PINTO;
VIANA, 2015) e o grupo 7 foi tratado com a associacdo de DM 100 mg/kg e LD 12,5 mg/kg,
uma sub-dose da Levodopa (CHEN et al., 2015) (Figura 10).

Durante todo o periodo de tratamento, os animais foram pesados diariamente e a

alimentacdo foi removida 1 hora antes e recolocada 1 hora apds o tratamento para evitar
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possiveis intervencdes do alimento com a medicacdo. No 21° dia, 2h apo6s o tratamento, 0s

animais foram submetidos a ensaios neurocomportamentais, 0s quais serdo descritos adiante.

Figura 10 - Representacdo esquematica temporal do procedimento de inducdo do

parkinsonismo até o comportamento.
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Fonte: Autora, 2017.

3.5 Estudo Comportamental

Os experimentos foram realizados durante o dia, em dias distintos, onde os animais
foram observados em um ambiente fechado, desprovido de barulhos externos e com
temperatura constante (24 £ 1°C). Para o teste de campo aberto foi utilizado uma iluminagéo
de baixa densidade (luz vermelha de 15 W). Os demais ensaios foram realizados com
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iluminacdo normal. Em todos os testes com excecdo do rotacional, ap6s a observagdo de cada
animal foi utilizado alcool 10% para a remog&o de residuos deixados pelo animal.

3.5.1 Avaliagéo da Atividade Locomotora

3.5.1.1 Teste do Campo Aberto

Este teste, € baseado na metodologia descrita por Sielgel (1946) e validada por
Archer (1973), foi utilizado para analisar a atividade exploratdria do animal. Os pardmetros
avaliados no tempo de 5 minutos foram: nlimero de cruzamentos com as quatro patas
(movimentacdo espontanea), nimero de levantamentos sob as patas traseiras (rearing) e
nimero de comportamentos de auto-limpeza (grooming), adicionalmente o tempo que 0s

animais permaneceram parados (Figura 11).

Figura 11 - Teste de Campo aberto para ratos.
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3.5.2 Avaliacédo da Coordenacédo Motora

3.5.2.1 Teste do Rotarod

O teste do Rotarod mesura o efeito do relaxamento muscular ou desordem da
coordenacao motora ocasionada pela acdo de drogas em animais (CARLINI; BURGOS, 1979).
As principais vantagens do teste sdo: (i) ndo requerem drogas, mas sdo, no entanto, altamente
objetivas, reprodutiveis e faceis de quantificar; (ii) a queda de animais da haste rotativa parece
depender de uma combinacdo de déficits induzidos por lesdes que se tornam mais evidentes
guando os ratos sao forcados a mover-se a velocidades mais rapidas (ROZAS; LABANDEIRA
GARCIA, 1997).

Os animais foram colocados com as quatro patas sobre uma barra separada por
amplas abas que possibilitam a analise comportamental de cada animal. No modelo para ratos,
sdo quatro divisdes, cujo rotor apresenta diametro de 7 cm, possibilitando o estudo simultaneo
de 4 animais, com uma rotacao de 4 a 40 rpm, por um periodo de 5 minutos. Foram registrados:
tempo de laténcia (segundos), velocidade do equipamento no momento da primeira queda
(RPM) tempo de permanéncia na barra giratoria (segundos), e o numero de quedas (DUNHAM,;
MIYA, 1957) (Figura 12). Os animais foram adaptados ao equipamento antes da avaliacdo no
21° dia. A adaptacdo foi realizada no 16° dia (5-12 RPM), no 18° dia (5-18 RPM) e 20° dia (5-
22 RPM) apos a cirurgia.

Figura 12 - Teste de Rotarod em ratos
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Fonte: Autora, 2017.
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3.5.3 Teste Rotacional
Os animais foram submetidos ao teste rotacional no 21° dia ap6s a lesdo com 6-
OHDA. O comportamento rotacional foi determinado através do monitoramento das rotacdes
induzidas pela apomorfina (3 mg/kg, i.p., que induz um comportamento rotacional na direcéo

contraria a lesdo (lado contralateral) e o nimero de rotacdes completas em volta do proprio
eixo, foi observado durante 60 minutos (KIM et al., 1998) (Figura 13).

Figura 13 - Teste rotacional induzido por apomorfina

@ Aplicacao da apomorfina

(3 mgl/kg!/ i.p)

®

Contagem do numero de
rotacoes contralaterais e
ipsilaterais (60min)

Rotacao Contralateral Rotacao Ipsilateral

Fonte: Autora, 2017. Legenda: Ilustracdo do teste Rotacional induzido por apomorfina. 1. Os animais receberam
3mg/Kg, i.p. 2. Logo apds a administracdo da apomorfina, o animais foram observados durante 60 min e o nimero
de rotacdes contralaterais e ipsilaterais foram contabilizados.
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3.6 Dissecacdo das Areas Cerebrais

No 22° dia ap0s a cirurgia, os animais foram eutanasiados por guilhotinamento e,
logo em seguida, os encéfalos foram retirados rapidamente e colocados sobre papel aluminio
numa placa de Petri com gelo. Em seguida o hipocampo (HC), o corpo estriado (caudado,
putdmen e globo pélido/ CE ipsi e contralateral), o cortex pré-frontal (CPF) e vermis cerebelar
(VC) (Figura 14), foram isolados das estruturas circunjacentes por divulsionamento. Apés a
dissecacdo, cada area foi colocada em papel aluminio sobre gelo, pesada e armazenada a -80
°C.

Figura 14 — Areas cerebrais para avaliacdes neuroquimicas

Fonte: Autora, 2017. Legenda: (A) Figura de todo o encéfalo ap6s ser removido da caixa craniana. (B) Areas
cerebrais a serrem separadas das estruturas circunjacentes: CPF: cortex pré-frontal; CED: corpo estriado direito
(ipsilateral); CEE: corpo estriado esquerdo (contralateral); HC: hipocampo; VC: vermis cerebelar.

3.7 Analises Neuroquimicas Relacionadas a Neurodegeneracao

3.7.1 Determinagéo da Concentragéo de Nitrito/Nitrato

Em condi¢es acidas o nitrito reage com a sulfonilamida formando um composto
intermediério, o sal diazbnico. Em seguida este sal reage com o N-naftil-etilenodiamina
(NEED) formando um azo estavel de coloracao purpura, com o pico de absorbancia em 540 nm
(Figura 15).
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Figura 15 - llustracdo da Reacgéo de Griess
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Fonte: Imagens Google, adaptado, 2017.

Para a determinacgédo da producéo de Nitrito/Nitrato, primeiramente foi preparado
uma curva padrdo. Para isso, foram pesados 6,9 mg de NaNO: e dissolvidos em 10 mL de agua
destilada. Em seguida foram feitas as diluicdes em série (10 e 20x), ficando 1 mM, 100 uM, 10
UM, 5 uM, 2,5 uM, 1,25 pM, 0,625 pM, 0,312 uM. Foi realizada uma equacao da reta para o
calculo das concentracdes do teste (GREEN; TANNEMBAUN; GOLDMAN, 1981). Para a
determinacdo da concentracdo de nitrito em cada tecido, foram preparados homogenatos das
areas cerebrais a 10% (p/v) em solucdo de fosfato de potassio 150 mM, pH 7,4, apds
centrifugacdo (11000 g por 15 min a 4°C), os sobrenadantes foram coletados e a producéao de
oxido nitrico (NO) determinada através da reacdo de Griess. Uma aliquota de 100 puL do
sobrenadante foi incubada com 100 pL do reagente de Griess [sulfanilamida 1% em H3PO4
1%/N-(-1-naphthyl)-ethylenediamine 0,1%/ H3:POs4 1%/diluido em &gua (1:1:1:1)] a
temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbancia foi medida em espectrofotometro a 540

nm. A concentragdo de nitrito (uUM) foi determinada a partir de uma curva padrao de NaNO..

3.7.2 Determinacao da Peroxidacéo Lipidica (TBARS)

Teste baseado na reacdo do &cido tiobarbitirico com os produtos de decomposicéo
dos hidroperdxidos. Um dos principais produtos formados no processo oxidativo € o
malonaldeido (MDA) (Figura 16).
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Figura 16 - llustracdo da reacdo entre &cido tiobarbitarico com os produtos de decomposi¢do

dos hidroperdxidos
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Fonte: Imagens google, 2017.

O grau de lipoperoxidagdo em corpo estriado de ratos foi medido através da
determinacdo das concentracdes de substancias reativas do &cido tiobarbitdrico (TBARS),
conforme o método de Draper e Hadley (1990). Foram preparados homogenatos da area
cerebral a 10% em solucdo fosfato de potassio 150 mM, pH 7,4. Um volume de 0,25 mL do
homogeneizado levado ao banho maria 37 °C por 1 hora e precipitado com 400 pL de &cido
perclérico 35%, ap6s centrifugacdo (14000 g por 15 mim a 4°C), o sobrenadante foi transferido
e acrescido 200 pL de solucéo de acido tiobarbitarico 1,2%. Apds banho de agua fervente (95-
100 °C por 30 min). O contetdo de TBARS foi determinado em espectrofotdmetro a 532 nm.

Os resultados foram expressos em micromol de malonildialdeido (MDA) por mg de tecido.

3.7.3 Determinacdo da Concentracgdo de Glutationa Reduzida (GSH)

A glutationa é o maior agente antioxidante produzido por células animais, € o qual
pode ser encontrado em sua forma oxidada (GSSG) ou reduzida (GSH) (POMPELLA et al.,
2003).

A determinacdo da concentracdo da GSH baseia-se na reacdo do reagente de
Ellman, o 5,5'-ditiobis (&cido 2-nitrobenzoico) (DTNB) com o tiol livre originando um
dissulfeto misto mais acido 2-nitro-5-tiobenzoéico. A medida do produto de reagéo formado foi
feita por leitura da absorbancia a 412 nm, a concentracdo da glutationa reduzida foi expressa
em nanograma de GSH/g de tecido, conforme descrito por Sedlak e Lindsay (1968) (Figura 17).
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Figura 17 - Reacdo entre a glutationa reduzida e DTNB (reagente de Ellman) para a

determinacdo de hidroperdxidos empregando a enzima glutationa reduzida
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Fonte: Google imagens, 2017.

Para a determinacdo da concentracdo de GSH, foi construida uma curva padrao a
partir da solucdo padrdo de GSH (1mg/mL), a qual foi preparada em triplicata de solucdes a
6,25; 12,5;25; 50 ¢ 100 pg/mL. O branco foi feito com agua destilada (4 mL) e a cada tudo das
solucdes de GSH foi acrescentado 4 mL de tampdo Tris HCI 0,4M (pH 8,9). Para a
determinacdo da equacdo da curva padrdo de GSH, foi adicionado ainda a cada tubo 0,1 mL de
DTNB (0,01 M) e, logo ap6s, feita a leitura da absorbancia a 412 nm.

Preparou-se 0 homogenato a 10% em EDTA 0,02 M, em seguida foi retirado 400
pL desse homogenato e adicionado 320 pL de agua destilada e mais 80 puL de &cido
tricloroacético a 50%. O material foi agitado e centrifugado (3000 g/15 min/4 °C). Em seguida
foi recolhido 400 uL do sobrenadante e acrescido 800 uL. de tampao Tris-HCI 0,4 M, pH 8,9 e
mais 20 uLL de DTNB 0,01 M. Apds 1 minuto da reagdo foi feita a leitura da coloragdo em 412
nm, através de um espectrofotdmetro. A concentracdo da glutationa reduzida foi expressa em

nanograma de GSH por grama de tecido.
3.8 Analise Estatistica
Todos os valores numéricos foram apresentados como erro padrao da média (EPM)

e submetidos a andlises de diferencas estatisticas atraves da analise de variancia (One-way ou

Two-way ANOVA), seguido pelo teste de Comparagdes Multiplas do teste de Bonferroni.
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Consideraram-se os valores com P<0,05 como estatisticamente significativos. A anélises
estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism, versdo 6.0, (San Diego, CA, EUA).

Adicionalmente, todos os experimentos foram realizados por observadores “cegos”.
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4 RESULTADOS

4.1 Resultados da 1° ETAPA — Levantamento da Melhor Dose
4.1.1 Avaliagéo da Atividade Locomotora

4.1.1.1 Teste de Campo Aberto (Open Field Test)

No teste de campo aberto, os animais lesionados com 6-OHDA apresentaram
diminuicdo da atividade locomotora horizontal em 37% (cruzamentos: 67,00 £ 2,16), bem como
diminuicdo da atividade locomotora vertical 56% (rearing: 29,43 + 2,399) em relac&o ao grupo
Sham (cruzamentos: 91,8 + 5,5; rearing: 46,17 + 1,815). Além disso, o tempo de imobilidade
no controle positivo teve uma elevacdo de 700% (tempo parado: 8,09 + 0,57 s), em relacdo ao
grupo falso operado (tempo parado: 1,0 + 0,28 s).

No teste de campo aberto, o grupo tratado com a dose de 100 mg/kg de Diosmine
(cruzamentos: 102,9 £ 4,6) apresentou uma reducéo significativa (P<0,001) em relacdo ao
controle positivo 6-OHDA (cruzamentos: 67,00 + 2,16) no nimero de cruzamentos, elevando
em mais de 50% a atividade locomotora horizontal dos animais. Ao mesmo tempo, ndo
observou-se diferenca estatistica de DM100 quando comparado com o controle SHAM
(cruzamentos: 91,83 £ 5,50). As demais doses testadas: DM50 e DM200 (cruzamentos: 61,25
+ 2,28; 55,33 £ 6,89, respectivamente) ndo diferiram estatisticamente do grupo 6-OHDA.
Resultados semelhantes foram verificados na avaliacdo da atividade locomotora vertical
(Rearing), onde DM100 (Rearing: 39,29 + 2,31) diferiu estatisticamente (P<0,05) do controle
positivo (Rearing: 29,43 + 2,39), enquanto as demais doses (Rearing: DM50: 37,45 + 1,72;
DM200: 34,55 = 1,95) ndo conseguiram reverter o quadro de deficiéncia locomotora
caracteristico dos animais lesionados com 6-OHDA. J& na analise do tempo de imobilidade
durante o teste comportamental, todas as doses testadas (tempo parado: DM50: 4,42 + 3,42 s;
DM100: 1,81 £ 1,04 s; DM200: 0,68 £ 0,52 s) reduziram a imobilidade dos animais (P<0,001)
qguando comparadas com o grupo 6-OHDA (tempo parado: 8,09 + 0,57 s), porém, das doses
testadas, apenas DM100 ndo diferiu estatisticamente do grupo falso operado (tempo parado:
1,003 £ 0,28 s), reduzindo o tempo de imobilidade dos animais lesionados com 6-OHDA a
niveis normais. Observou-se ainda que a auto-limpeza (Grooming) no grupo controle (SHAM:
3,08 £ 1,24) e no grupo lesionado (6-OHDA: 3,35 * 1,69) foi praticamente a mesma, 0 mesmo
padrédo ainda foi verificado nos grupos DM50 e DM200 (Grooming: 1,69 = 0,61; 3,58 + 1,37,

respectivamente). Os resultados do Grooming em animais tratados com DM100 (Grooming:
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15,56 + 1,09), mostraram um aumento em mais de 300% do numero de Groomings em relacéo
ao grupo 6-OHDA (Figura 18).

Figura 18 - Andlise da atividade motora no Teste de Campo Aberto (Open field test)
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Fonte: Autora. Legenda: (A) Cruzamentos, (B) Rearing, (C) Tempo de imobilidade e (D) Grooming. Os ratos
(n=06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) foram tratados com DM (50; 100 e 200 mg/Kg
per 0s) ou Salina (0,9%, per os) durante 14 dias, com inicio 07 dias apds serem submetidos a cirurgia estereotaxica.
No 21° dia, apds 2h do tratamento, os animais foram observados durante 5 min em campo aberto (cruzamentos,
rearing, grooming, tempo de imobilidade e grooming). Os dados estdo expressos em médias + EPM. One-way
ANOVA, Bonferroni. a vs SHAM; b vs 6-OHDA (-); ¢ vs DM50; d vs DM100. Considerou-se estatisticamente
signicante P<0,05.
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4.1.1.2 Teste do Rotarod

Para maior analise da agdo do Diosmin® na atividade locomotora de ratos
submetidos a leséo nigroestriatal de 6-OHDA, os animais também foram submetidos a um teste
mais refinado do que o teste de campo aberto, o teste do rotarod. Os resultados nesse teste
demonstraram diferenca estatisticamente significativa (P<0,5) entre o grupo 6-OHDA e 0 grupo
SHAM para todos os parametros avaliados. Os resultados no teste do rotarod mostraram que
DM100 (laténcia: 106,3 + 3,14 s) elevou em mais de 250% o tempo de laténcia no equipamento
em comparacao com o grupo 6-OHDA (laténcia: 40,33 = 7,6 s). Além disso, 0s animais tratados
com DM100 permaneceram mais no equipamento (permanéncia: 139,0 + 5,44 s), assim como
a velocidade (RPM) (17,6 = 0,4 RPM) do equipamento no momento da primeira queda dos
animais era maior quando comparado com o controle positivo (permanéncia: 96,83 £ 5,28 s e
8,6 + 0,67 RPM, respectivamente). As demais doses testadas ndo diferiram significamente do
grupo 6-OHDA, nos aspectos j& mencionados. Apesar disso, todas as doses conseguiram
reduzir o nimero de quedas dos animais (quedas: DM50: 11,5 + 1,1; DM100: 10,8 + 0,8;
DM200: 8,6 + 0,92) em relacdo ao grupo 6-OHDA (17,33 + 0,33 quedas) (Figura 19).



Figura 19 - Anélise da atividade motora no Teste de Rotarod
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Fonte: Autora. Legenda: (A) Tempo de Laténcia, (B) Velocidade em RPM no momento da primeira queda, (C)
Namero de Quedas e (D) Tempo de Permanéncia. Os ratos (n=06 per grupo, machos, pesando aproximadamente
250-300 g) foram tratados com DM (50; 100 e 200 mg/Kg per 0s) ou Salina (0,9%, per 0s) durante 14 dias, com
inicio 07 dias apds serem submetidos a cirurgia estereotaxica. No 21° dia, apds 2h do tratamento, os animais foram
submetidos ao teste do Rotarod com velocidade inicial e final de 05 e 40 RPM, respectivamente, com tempo total
de 5 min. Os dados estdo expressos em médias £ EPM. One-way ANOVA, Bonferroni. a vs SHAM; b vs 6-OHDA
(-). Considerou-se estatisticamente signicante P<0,05.

4.1.1.3 Teste Rotacional Induzido por apomorfina

A serevidade da lesdo nigroestriatal provocada pela 6-OHDA nos cérebros dos
ratos, foi mensurada através do teste rotacional induzido por apormorfina. Das trés doses
testadas (DM: 50; 100 e 200 mg/kg), apenas DM100 (84,53 = 13,16 rotacOes) apresentou
diferenca significativa no nimero de rotagcdes contralaterais (P<0,01) quando comparado ao
grupo 6-OHDA (169,6 + 5,69 rotagdes), revertendo o defict motor induzido pela 6-OHDA em
mais de 50% neste teste (Figura 20).
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Na analise temporal, DM50 diferiu do grupo 6-OHDA apenas no primeiro
momento (0-10 min) na observacdo das rotacGes contralaterais do teste rotacional, no restante
do tempo (10-60 min) ndo observou-se diferencas significativas. Enquanto isso, DM100
reduziu o numero de rotacdes em relacdo ao grupo 6-OHDA em todo o periodo de observacao,

ja DM200 néo reverteu o numero de rotacbes em momento algum (Figura 21).

Figura 20 - Teste Rotacional Induzido por Apomorfina
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Fonte: Autora. Legenda: Os ratos (n = 06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) foram
tratados com DM (50;100 e 200 mg/Kg per o0s) ou Salina (0,9%, per o0s) durante 14 dias, com inicio 07 dias apds
serem submetidos a cirurgia estereotaxica. No 21° dia, ap6s 2h do tratamento, os animais foram submetidos ao
teste rotacional induzido por apomorfina (3 mg/kg, i.p.), onde o nimero total de rotacGes contralaterais a lesdo
foram contabilizados por um periodo de 60 min. Os dados estdo expressos em médias + EPM. One-way ANOVA,
Bonferroni. a vs SHAM; b vs 6-OHDA (-); ¢ vs DM50; d vs DM100. Considerou-se estatisticamente significante
P<0,05.
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Figura 21 - Analise Temporal da Variagdo Rotacional.
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Fonte: Autora. Legenda: Os ratos (n = 06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) foram
tratados com DM (50;100 e 200 mg/Kg per os) ou Salina (0,9%, per o0s) durante 14 dias, com inicio 07 dias apds
serem submetidos a cirurgia estereotaxica. No 21° dia, apds 2h do tratamento, os animais foram submetidos ao
teste rotacional induzido por apomorfina (3 mg/kg, i.p.), onde o nimero de rota¢des contralaterais a lesdo foram
contabilizados a cada 10 min dentro de um periodo total de 60 min. Os dados estdo expressos em médias + EPM.
One-way ANOVA, Bonferroni. *, ** e *** indicam diferengas P<0,05, p<0,01 e P<0,001, respectivamente, em
relagdo ao Sham. # e # indicam diferencas P<0,05 e P<0,001, em relagéo ao grupo 6-OHDA.

4.2  Analises Neuroquimicas

4.2.1 Determinacdo das Concentracgdes de Nitrito (NO2)/ Nitrato (NOs) em diferentes
areas cerebrais

Os resultados da analise dos niveis de nitrito podem ser observadas na Figura 22,
eles indicaram um aumento significativo (P<0,001) nos niveis de nitrito/nitrato no grupo
lesionado com 6-OHDA em todas as areas avaliadas em relacdo ao grupo SHAM. Das doses
testadas, o grupo de animais tratados com DM 100 mg/kg em nenhuma das areas analisadas
apresentou diferenca significativa quando comparado com o grupo falso operado. Reduzindo
0s niveis de nitrito/nitrato em média 89% no corpo estriado ipsilateral (0,99 + 0, 15 puMol/g),
em 88% no corpo estriado contralateral (1,38 + 0,27 puMol/g), em 87% no hipocampo (1,12 +
0,36 uMol/g), em 74% no cortex pré-frontal (2,0 £ 0,4 uMol/g) e em 77% no vermis cerebelar
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(1,79 + 0,4 uMol/g) quando comparadas com os niveis de nitrito/nitrato detectados no grupo 6-
OHDA (CELI: 8,9 £ 0,24 uMol/g; CEC: 11,4 + 0,8 uMol/g; HP: 8,5 + 0,33 uMol/g; CPF: 7,8 +
0,42 uMol/g; VC: 7,9 = 0,2 uMol/g). J& a dose de 50 mg/kg conseguiu reduzir os niveis
elevados induzidos pela administracdo da 6-OHDA no hipocampo e no corpo estriado
contralateral, poréem, nas demais areas esse efeito ndo foi observado. Com relacéo a dose de
200 mg/kg, ndo houve reducédo nos niveis de nitrito em nenhuma das areas avaliadas em relagéo
ao grupo 6-OHDA.
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Figura 22 — Analise dos niveis de nitrito/nitrato nas areas cerebrais
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Fonte: Autora. Legenda: Os ratos (n = 06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) foram
tratados com DM (50;100 e 200 mg/Kg per os) ou Salina (0,9%, per o0s) durante 14 dias, com inicio 07 dias apds
serem submetidos a cirurgia estereotaxica. Apés os testes comportamentais no 21° pés-cirurgia, 0s animais foram
eutanasiados e os cérebros dissecados em cinco areas: (A) Corpo Estriado Ipsilateral, (B) Corpo Estriado
Contralateral, (C) Hipocampo, (D) Cértes Pré-frontal e (E) Vermis Cerebelar para determinagdo dos niveis de
nitrito/nitrato. Os dados estdo expressos em médias + EPM. One-way ANOVA, Bonferroni. a vs SHAM; b vs 6-
OHDA (-); ¢ vs DM50; d vs DM100. Considerou-se estatisticamente significante P<0,05.
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4.2.2 Determinaces dos Niveis de Peroxidacdo Lipidica (TBARS) em diferentes areas
cerebrais

Para determinar uma possivel acdo antioxidante do Diosmin® em modelo animal
de DP induzido por 6-OHDA, utilizou-se o teste baseado na reacdo do acido tiobarbitdrico com
os produtos de decomposicdo dos hidroperoxidos. Os teste detectou elevacdo dos niveis de
malondialdeido, um dos principais produtos da peroxidagdo lipidica, em todas as areas
analisadas de animais lesionados com 6-OHDA em relacdo ao grupo SHAM, porém, nem uma
das doses de Diosmin® avaliadas no respectivo teste conseguiu reverter sinificamente os niveis

de peroxidacdo lipidica induzidas pela 6-OHDA (Figura 23).
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Figura 23 — Analise dos niveis Peroxidacéo Lipidica (TBARS) em areas cerebrais
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Fonte: Autora. Legenda: Os ratos (n = 06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) foram
tratados com DM (50;100 e 200 mg/Kg per 0s) ou Salina (0,9%, per os) durante 14 dias, com inicio 07 dias ap6s
serem submetidos a cirurgia estereotaxica. Apds os testes comportamentais no 21° pés-cirurgia, 0s animais foram
eutanasiados e os cérebros dissecados em cinco areas: (A) Corpo Estriado Ipsilateral, (B) Corpo Estriado
Contralateral, (C) Hipocampo, (D) Cortes Pré-frontal e (E) Vermis Cerebelar para determinacdo dos niveis de
TBARS. Os dados estdo expressos em médias £+ EPM. One-way ANOVA, Bonferroni. a vs SHAM. Considerou-
se estatisticamente significante P<0,05.
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4.2.3 Determinacao dos Niveis de Glutationa Reduzida (GSH) em areas cerebrais

Para uma possivel atividade antioxidante exercida pelo Diosmin®, via GSH, no
nosso modelo, utilizou-se as duas melhores doses de DM obtidos a partir dos resultados
apresentados nos testes anteriores, com isso a dose de 200 mg/kg foi descartada para este teste.
Os resultados obtidos mostraram diferenca signicativa nos niveis de GSH no grupo 6-OHDA,
que mostraram reducao em relagéo ao grupo SHAM em praticamente todas as areas analisadas,
com excessdo do vermis cerebelar. A dose de 50 mg/kg nédo apresentou atividade antioxidante,
via GSH em nenhuma das areas avaliadas e até reduziu os niveis de GSH em 44% no corpo
estriado contralateral (50,76 £ 5,1 mcg/g) em relacdo ao grupo 6-OHDA (73,23 + 4,95 mcg/qg).
Entretando, o grupo tratado com DM 100 mg/kg elevou a atividade antioxidante no corpo
estriado (Ipsilateral), hipocampo, cértex pré-frontal e vermis cerebelar. Aléem disso DM100

apresentou diferenca signicativa de DM50 em todas as areas analisadas (Figura 24).



Figura 24 — Andlise dos niveis de Glutationa reduzida (GSH) nas areas cerebrais
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Fonte: Autora. Legenda: Os ratos (n = 06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) foram
tratados com DM (50;100 e 200 mg/Kg per o0s) ou Salina (0,9%, per o0s) durante 14 dias, com inicio 07 dias apds
serem submetidos a cirurgia estereotaxica. Apds os testes comportamentais no 21° pos-cirurgia, 0s animais foram
eutanasiados e 0s cérebros dissecados em cinco areas: (A) Corpo Estriado Ipsilateral, (B) Corpo Estriado
Contralateral, (C) Hipocampo, (D) Cértes Pré-frontal e (E) Vermis Cerebelar para determinagdo dos niveis de
GSH. Os dados estdo expressos em médias £ EPM. One-way ANOVA, Bonferroni. a vs SHAM; b vs 6-OHDA (-
); ¢ vs DM50. Considerou-se estatisticamente significante P<0,05.
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4.3 Resultados da 2° ETAPA — Associacdo da melhor dose de Diosmin (100 mg/kg)
com Levodopa em sub-dose

4.3.1 Avaliacdo da Atividade Locomotora

4.3.1.1 Teste de Campo Aberto (Open Field Test)

No teste de campo aberto, a associa¢do do Diosmin® na dose 100 mg/kg com o o
tratamento convencional para DP, L-DOPA na dose de 12,5 mg/kg néo apresentou diferenca
significativa em relacdo ao tratamento com o Diosmin®@ 100 mg/kg sozinho. J& quando
comparada ao grupo tratado com a L-dopa na dose de 25 mg/kg (cruzamentos: 62,56 + 4,99;
rearing: 33,13 £ 2,91), a associacdo de DM + LD apresentou aumento na atividade locomotora
horizontal (cruzamentos: 107,0 £ 4,62) e vertical (rearing: 44,00 £ 2,16) em 58% e 25%
respectivamente. O tempo de imobilidade de DM100; LD25 e da associacdo DM + LD ndao
diferiu estatisticamente entre eles, nem em relacdo ao grupo falso operado. Na avaliacdo da
auto-limpeza (grooming), os animais tratados com LD 25 mg/kg apresentaram um aumento de
65% do nimero de groomieis em relacdo ao grupo tratado com DM100 e de 60% em relacéo

ao grupo tratado com o associado (Figura 25).
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Figura 25 - Andlise da atividade motora no Teste de Campo Aberto (Open field test)
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Fonte: Autora. Legenda: Os ratos (n = 06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) foram
tratados com DM (100 mg/Kg per 0s); LD (25 mg/Kg per 0s); associacdo de DM + LD (100 e 12,5 mg/Kg per os,
respectivamente); ou Salina (0,9%, per o0s) durante 14 dias, com inicio 07 dias ap6s serem submetidos a cirurgia
estereotaxica. No 21° dia, ap6s 2h do tratamento, os animais foram observados durante 5 min em campo aberto
(cruzamentos, rearing, grooming, tempo de imobilidade e grooming). Os dados estdo expressos em médias £ EPM.
One-wa ANOVA, Bonferroni. a vs SHAM; b vs 6-OHDA (-); ¢ vs DM50; d vs DM100. Considerou-se
estatisticamente signicante P<0,05.

4.3.1.2 Teste do Rotarod

Os resultados obtidos no teste de rota-rod para o tempo de laténcia ndo mostraram
diferenca significativa entre o grupo tratado com DM 100 mg/kg e o grupo tratado com o
associado de DM + LD. Ambos apresentaram um aumento no tempo de laténcia de mais de
50% em relacdo ao grupo 6-OHDA. Entretando a dose de L-dopa 25 mg/kg (laténcia: 78,8 +
4,3 s) nao mostrou diferencga significativa no tempo de laténcia quando comparada com o grupo
6-OHDA (laténcia: 40,3 £ 7,6 s). O tratamento com LD25 (7,2 + 0,8 quedas) e a com a
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associacao (6,8 £ 0,519 quedas) reduziram significamente o nimero de quedas em relacdo ao
grupo tratado com DM sozinho (10,8 + 0,8 quedas). Por outro lado os animais tratados com
LD25 (permanéncia: 147,5 £ 0,76 s) foram 0s que menos tempo permaneceram no
equipamento, e 0 Unico grupo que recebeu tratamento medicamentoso a diferir estatisticamente

do grupo SHAM (permanéncia: 97,8 £ 9,5 s) nesse parametro (Figura 26).
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Figura 26 — Analise da atividade motora no teste do rotarod
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Fonte: Autora. Legenda: (A) Tempo de Laténcia, (B) Velocidade em RPM no momento da primeira queda, (C)
Numero de Quedas e (D) Tempo de Permanéncia. Os ratos (n = 06 per grupo, machos, pesando aproximadamente
250-300 g) foram tratados com DM (100 mg/Kg per 0s); LD (25 mg/Kg per o0s); associagdo de DM + LD (100 e
12,5 mg/Kg per os, respectivamente); ou Salina (0,9%, per os) durante 14 dias, com inicio 07 dias ap0s serem
submetidos a cirurgia estereotaxica. No 21° dia, apds 2h do tratamento, os animais foram submetidos ao teste do
Rotarod com velocidade inicial e final de 05 e 40 RPM, respectivamente, com tempo total de 5 min. Os dados
estdo expressos em médias + EPM. One-way ANOVA, Bonferroni. a vs SHAM; b vs 6-OHDA (-); ¢ vs DM50.
Considerou-se estatisticamente signicante P<0,05.

4.3.1.3 Teste Rotacional Induzido por apomorfina

Quando avaliados os resultados dos animais tratados com a associa¢éo do Diosmine
com a Levodopa e dos animais tratados com a Levodopa sozinha, eles mostraram que,
diferentemente dos animais tratados apenas com DM100, nenhuma das doses conseguiu reduzir
0 numero de rota¢des contralaterais induzidas pela apomorfina em relacéo ao grupo 6-OHDA.

Além disso, o grupo tratado com LD25 (152,3 £ 20,8 rota¢Ges) apresentou um aumento de 44%
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do namero de rotacOes contralaterais em relagdo ao grupo tratado com DM100 (84,53 + 13,16
rotacOes) (Figura 27). Da mesma forma, em nenhum momento da avaliacdo temporal, a

associacdo apresentou diferenca significativa do grupo 6-OHDA (Figura 28).

Figura 27 — Avaliacdo do numero de rotacdes contralaterais induzidas por apomorfina
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Fonte: Autora. Legenda: Os ratos (n = 06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) foram
tratados com DM (100 mg/Kg per os); LD (25 mg/Kg per 0s); associacdo de DM + LD (100 e 12,5 mg/Kg per os,
respectivamente); ou Salina (0,9%, per os) durante 14 dias, com inicio 07 dias ap6s serem submetidos a cirurgia
estereotaxica. No 21° dia, apés 2h do tratamento, os animais foram submetidos ao teste rotacional induzido por
apomorfina (3 mg/kg, i.p.), onde o nimero total de rotagdes contralaterais a lesdo foram contabilizados por um
periodo de 60 min. Os dados estdo expressos em médias = EPM. One-way ANOVA, Bonferroni. a vs SHAM; b
vs 6-OHDA (-); ¢ vs DM50. Considerou-se estatisticamente significante P<0,05.
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Figura 28 — Analise temporal do teste rotacional induzido por apomorfina
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Fonte: Autora. Legenda: Os ratos (n = 06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) foram
tratados com DM (100 mg/Kg per os); LD (25 mg/Kg per 0s); associacdo de DM + LD (100 e 12,5 mg/Kg per os,
respectivamente); ou Salina (0,9%, per 0s). No 21° dia, ap6s 2h do tratamento, os animais foram submetidos ao
teste rotacional induzido por apomorfina (3 mg/kg, i.p.), onde o nimero de rota¢des contralaterais a lesdo foram
contabilizados a cada 10 min dentro de um periodo total de 60 min. Os dados estdo expressos em médias £ EPM.
One-way ANOVA, Bonferroni. *, ** e *** indicam diferengas P<0,05, p<0,01 e P<0,001, respectivamente, em
relacdo ao Sham. * e # indicam diferencas P<0,05 e P<0,001, em relagéo ao grupo 6-OHDA.

4.4 Analises Neuroquimicas

4.4.1 Determinacdo das Concentracgdes de Nitrito (NO2)/Nitrato (NOs) em diferentes
areas cerebrais

Os niveis de nitrito foram reduzidos em todas as areas cerebrais avaliadas, tanto no
grupo tratado com L-DOPA 25 mg/kg, quando no grupo tratado com a associagédo de DM 100
mg/kg com L-DOPA na dose de 12,5 mg/kg, quando comparados com 0s niveis de nitrito
obtidos nos animais do grupo 6-OHDA. Entretanto, esses niveis foram significamente menores
no grupo tratado com a associagdo em relagdo ao grupo LD25, no corpo estriado ipsilateral
(associacéo: 0,88 + 0,18 pMol/g vs LD25: 3,4 £ 0,47 uMol/g), no hipocampo (associagao: 0,37
+ 0,1 uMol/g vs LD25: 2,8 + 2,6 uMol/g), cortex pré-frontal (associagéo: 0,5 + 0,25 uMol/g vs
LD25: 4,2 £ 1,11 uMol/g) e vermis cerebelar (associagéo: 0,89 £ 0,2 uMol/g vs LD25: 3,3 +

0,6 uMol/g). N&o observou-se diferenca significativa entre o grupo tratado com a associagéo e
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0 grupo tratado apenas com o Diosmin® na dose de 100 mg/kg em nenhuma das areas analisadas
para os niveis de nitrito/nitrato (Figura 29).
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Figura 29 — Analise dos niveis de nitrito/nitrato nas areas cerebrais
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Fonte: Autora. Legenda: Os ratos (n = 06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) foram
tratados com DM (100 mg/Kg per os); LD (25 mg/Kg per 0s); associacdo de DM + LD (100 e 12,5 mg/Kg per os,
respectivamente); ou Salina (0,9%, per 0s). Ap6s 0s testes comportamentais no 21° pés-cirurgia, os animais foram
eutanasiados e 0s cérebros dissecados em cinco areas: (A) Corpo Estriado Ipsilateral, (B) Corpo Estriado
Contralateral, (C) Hipocampo, (D) Cértex Pré-frontal e (E) Vermis Cerebelar para determinacdo dos niveis de
nitrito/nitrato. Os dados estdo expressos em médias + EPM. One-way ANOVA, Bonferroni. a vs SHAM; b vs 6-
OHDA (-); ¢ vs DM50; d vs DM100. Considerou-se estatisticamente significante P<0,05.
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4.4.2 Determinacdes dos Niveis de Peroxidacao Lipidica (TBARS) em diferentes areas
cerebrais

Com relacgéo aos niveis de peroxidacéo lipidica, a associacdo DM + L-DOPA manteve
os niveis de MDA no mesmo nivel do grupo tratado com DMZ100, assim como néo foi observada
diferenca significativa entre os animais tratados com DM100 em rela¢do ao grupo 6-OHDA,
também nédo observou-se diferenca entre o grupo tratado com a associacao em relacéo ao grupo
6-OHDA. Observou-se ainda que nos animais tratados com LD25, houve um acréscimo dos
niveis de MDA de 122% no hipocampo, de 50% no corpo estriado contralateral e 40% cortex
pré-frontal em relacdo ao grupo 6-OHDA (Figura 30).
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Figura 30 — Analise dos niveis de peroxidacéo lipidica (TBARS) nas areas cerebrais
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Fonte: Autora. Legenda: Os ratos (n = 06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) foram
tratados com DM (100 mg/Kg per 0s); LD (25 mg/Kg per 0s); associacdo de DM + LD (100 e 12,5 mg/Kg per os,
respectivamente); ou Salina (0,9%, per 0s). Ap6s 0s testes comportamentais no 21° pés-cirurgia, os animais foram
eutanasiados e 0s cérebros dissecados em cinco areas: (A) Corpo Estriado Ipsilateral, (B) Corpo Estriado
Contralateral, (C) Hipocampo, (D) Cértex Pré-frontal e (E) Vermis Cerebelar para determinacdo dos niveis de
TBARS. Os dados estdo expressos em médias £+ EPM. One-way ANOVA, Bonferroni. a vs SHAM; b vs 6-OHDA
(-); ¢ vs DM50; d vs DM100. Considerou-se estatisticamente significante P<0,05.
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4.4.3 Determinacao dos Niveis de Glutationa Reduzida (GSH) em areas cerebrais

Enquanto os niveis de GSH ndo apresentaram diferenca significativa entre o grupo
tratado com LD25 e o controle positivo em nenhuma das areas cerebrais analisadas, a
associacdo de DM 100 mg/kg e LD 12,5 mg/kg apresentou efeito antioxidante através do
aumento dos niveis de GSH em relacdo ao grupo 6-OHDA em todas as areas analisadas (Figura
31).
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Figura 31 — Analise dos niveis de glutationa reduzida nas areas cerebrais
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Fonte: Autora. Legenda: Os ratos (n = 06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) foram
tratados com DM (100 mg/Kg per os); LD (25 mg/Kg per 0s); associacdo de DM + LD (100 e 12,5 mg/Kg per os,
respectivamente); ou Salina (0,9%, per 0s). Apés 0s testes comportamentais no 21° pds-cirurgia, 0s animais foram
eutanasiados e os cérebros dissecados em cinco areas: (A) Corpo Estriado Ipsilateral, (B) Corpo Estriado
Contralateral, (C) Hipocampo, (D) Cértex Pré-frontal e (E) Vermis Cerebelar, para determinacdo dos niveis de
GSH. Os dados estdo expressos em médias £ EPM. One-way ANOVA, Bonferroni. a vs SHAM; b vs 6-OHDA (-
); ¢ vs DM50; d vs DM100. Considerou-se estatisticamente significante P<0,05.
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5 DISCUSSAO

Este trabalho relata pela primeira vez os efeitos do tratamento com Diosmin® nos
deficits motores e nas alteracbes neuroquimicas induzidas pela neurotoxina 6-OHDA em
modelo animal.

Diosmina e hesperidina sdo flavonoides, cujas atividades neuroprotetoras ja foram
relatadas em diversas pesquisas. Existem alguns trabalhos testando e comprovando a atividade
neuroprotetora da hesperidina em modelo animal e celular da Doenca de Parkinson. Na
literatura, em modelos animais, a hesperidina na dose de 50 mg/kg mostrou-se a dose com maior
potencial neuroprotetor (ANTUNES et al., 2014; KIASALARI et al.,, 2016). Entretanto
trabalhos usando a associacao diosmina com hesperidina, ou mesmo testando apenas a diosmina
em modelo animal de DP induzido por 6-OHDA, ndo foram encontrados até o0 momento.

O teste de campo aberto é cada vez mais usado para entender a locomocdo geral
dos animais. A livre circulacdo é menos estressante para 0s animais, uma vez que eles vivem
em uma condicdo "natural™ com funcdo de locomoc¢do normal (ASAKAWA et al., 2016). Os
nossos resultados, apontaram a recuperacao da atividade locomotora induzida por 6-OHDA em
animais tratados com Diosmin® na dose de 100 mg/kg.

Os animais que receberam o tratamento com Diosmin® em todas as doses reduziram
o0 tempo de imobilidade em relagdo ao controle positivo, porém, apenas a dose de 100 mg/kg
foi capaz de reduzir o tempo de imobilidade ao mesmo niveis observados no grupo SHAM. O
tempo de imobilidade, corresponde a acinesia observada em individuos acometidos pela
Doenca de Parkinson, em testes comportamentais para avaliagdes motoras em animais roedores
é coveniente a observacdo desse parametro, pois 0s animais incorporam acinesia e rigidez, em
vez de tremor e rigidez, que sdo dificeis de reproduzir para pesquisa em modelos de roedores
(ASAKAWA et al., 2016).

A auto-higiene em animais € um comportamento inato que esta envolvido na
manutencdo da higiene e outros processos fisiologicamente importantes, incluindo a
termorregulacdo, a comunicacdo social e o despertar. Tornam-se patoldgicos, por exemplo,
durante condigdes estressantes ou em certos distdrbios neuropsiquiatricos (KALUEFF et al;.
2016). No nosso trabalho foi observado um grande aumento na execuc¢ao do comportamento de
auto-limpeza (grooming) nos animais tratados com Diosmin® na dose de 100 mg/kg. Segundo
Kaleueff e colaboradores (2016) em roedores, a administracdo sistémica de agonistas do
receptor D1 da dopamina amplifica o0 complexo comportamental super-estereotipada, levando

a producéo excessiva de grooming. Isto pode sugerir que o Diosmin® na concentracéo de 100
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mg/kg poderia estd funcionando ou como um agonista dos receptores do tipo D1 da dopamina,
estimulando o funcionamento da via direta da dopamina e consequentemente aumentando a
atividade locomotora dos animais. Ou o Diosmin® estaria aumentando os niveis de dopamina,
através de um efeito possivelmente neuroprotetor exercido sob as células dopaminergicas.

Entretanto ndo foi observada diferenca no nimero de grooming entre o grupo 6-
OHDA e o grupo falso operado. Ratos com les6es do pélido ventral (VP) apresentam menos
comportamentos de higiene do que os ratos do controle, mas ratos com lesdes do estriado
dorsolateral anterior (DL) ndo apresentam esse déficit (KALUEFF et al; 2016). Como 0 nosso
procedimento de indugdo do parkinsonismo pela administragdo de 6-OHDA no corpo estriado
direito ndo tem um lugar especifico no corpo estriado, o processo de lesdo pode ocorrer em
qualquer local do corpo estriado, desta forma, os animais lesionados podem ou ndo apresentar
um comportamento de auto-limpeza aumentado em relacdo ao grupo falso operado.

Juntamente com o campo aberto, o0 teste de rotarod representa a principal
abordagem na caracterizacdo fenotipica motora em modelos animais. Este teste mostra alta
eficacia para a identificacao de ratos com lesGes dopaminérgicas maximas, mas também é eficaz
para a identificacio de lesBes parciais (ROZAS; LABANDEIRA GARCIA, 1997).
Identificamos nos nossos resultados que os animais lesionados unilateralmente pela 6-
hidroxidopamina apresentaram reducé&o significativa no tempo de laténcia e reducéo do tempo
de permanéncia na barra giratdria, assim como 0 aumento no nimero de quedas em relagdo ao
grupo SHAM. Entretanto, os animais tratados com a dose de 100 mg/kg conseguiram reverter
esse quadro de déficit motor induzido pela 6-OHDA, elevando em mais de 250% o tempo de
laténcia em comparacgdo ao grupo 6-OHDA . O tempo de laténcia, é a principal medida obtida
na barra giratoria, ela reflete o equilibrio dindmico, a coordenacdo motora, 0 planejamento
motor, a aprendizagem motora e as condic¢des fisicas gerais do animal. As quedas mais rapidas
com tempo de laténcia menor se associam em geral a alteracdes na coordenacdo motora dos
animais (SHIOTSUKI et al., 2010).

De forma semelhante, no teste rotacional, apenas a dose de Diosmin® 100 mg/kg
foi capaz de reduzir o nimero de rotacGes contralaterais induzidas por apomorfina. A elevagédo
no namero de rotacdes se da pela deplecéo de neurdnios dopaminérgicos ocasionados pela leséo
parcial ocasionada pela 6-OHDA (MEREDITH; KANG, 2006).

Assim como o Diosmin® melhorou os déficits motores induzidos pela 6-OHDA,
outros trabalhos usando compostos flavondides como objeto de estudo, resultaram em
recuperacdo da atividade locomotora em animais hemiparkinsonianos. O pre-tratamento com

Rutina (25 mg/kg v.0.) durante trés semanas diminuiu significamente as rotagdes no grupo
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lesionado com 6-OHDA em comparagdo com a 6-OHDA tratada com veiculo, em animais
submetidos a injecédo intrastriatal unilateral de 6-OHDA (KHAN et al., 2012). O tratamento
com catequina (10 e 30 mg/kg i.p.) durante 14 dias atenuou 0 aumento do comportamento
rotacional em ratos lesionados com 6-OHDA unilaterais intrastriatais e catequina (10 mg/kg)
protegeu significativamente os animais contra os défices de atividade exploratoria vertical
induzidos pela 6-OHDA (TEIXEIRA et al., 2013). Curcumina (05, 10 e 20 mg/kg/30 dias)
elevou o tempo de laténcia no teste do rotarod em ratos com lesdo na substancia negra induzida
por 6-OHDA (SONG et al., 2016). Esses flavondides exerceram atividade de melhoria da
atividade locomotora, devido as suas atividades anti-oxidantes, fornecendo desta maneira,
neuroprotecdo contra a 6-OHDA. Os autores sugerem ainda, que esses flavonoides poderiam
ser adjuvantes para o tratamento da Doenca de Parkinson. De forma semelhante, Diosmin®
pode ter melhorado os deficits locomotores ocasionados pela 6-OHDA, através de uma
neuroprotecdo mediada por suas propriedades anti-oxidantes.

Uma producéo excessiva de 0xido nitrico (NO) na célula esta associada ao aumento
do estresse oxidativo e a reducdo da defesa antioxidante, o que torna as células mais vulneraveis.
A administracdo intra-estriatal de 6-OHDA induz a ativacdo microglial, principais produtoras
de iINOS (6xido nitrico sintase indutivel) levando a producéo de citocinas e radicais livres em
ratos, esgotando as células TH-positivas na substancia negra e dopamina e seus metabdlitos no
estriado (GUPTA et al., 2014).

Em nossos resultados, a administracdo intraestriatal de 6-OHDA elevou
consideravelmente os niveis de nitrito no grupo 6-OHDA, em relacdo ao SHAM. Esse aumento
dos niveis de nitrito/nitrato foram revertidos no grupo de animais tratados com Diosmin® (100
mg/kg) a niveis semelhantes aos do grupo SHAM em todas as areas cerebrais analisadas. Sabe-
se que o Diosmin® age reduzindo a expressdo de moléculas de adesdo endotelial e inibe a
adesdo, migracdo e ativacdo de leucocitos no nivel capilar (MONOGRAPH. DIOSMIN, 2004;
KATSENIS, 2005). Acdo do Diosmin® em células de defesa do sistem nervoso foram
verificadas por Sawmiller e colaboradores (2016) que concluiram que o tratamento com
diosmina reduziu a ativagdo pré-inflamatéria da microglia in vitro na presenca de IFNy
(Interferon gama) e/ ou do ligando CD40. Essa atividade do Diosmin® na reducdo pro-
inflamatdria de células do sistema imune pode explicar as redugdes dos niveis de nitrito/nitrato
observadas nos nossos resultados.

Por outro lado, nenhuma das doses testadas de Diosmin®, inclusive a dose de 100
mg/kg, foi capaz de reverter os elevados niveis de malondialdeido (MDA) provocados pela

adminstricdo intra-estriatal de 6-hidroxidopamina nos animais. O MDA é um aldeido a, -
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insaturado mutagénico que é comumente utilizado como biomarcador para peroxidacao lipidica
através do ensaio TBARS, a producdo excessiva de MDA tem sido associada a diferentes
estados patologicos (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014; GIERA; LINGEMAN;
NIESSEN, 2012). A estabilidade nos niveis de MDA nos grupos tratados com Diosmine,
podem indicar a auséncia de atividade do Diosmin® sob as mitocondrias, principais produtoras
de EROs na disfungéo induzida por 6-OHDA. Essa producéo pode desencadear diversos lesoes
as estruturas celulares, incluindo a peroxidacdo lipidica das membrans celulares. (BINGOL,;
SHENG, 2016; CHATURVEDI; BEAL, 2013; KIM et al., 2015). Naso e colaboradores (2016)
verificaram que em linhas de células de cancro do pulm&o humano A549 incubadas por 24h
com Diosmina, ndo houve alteracdes apreciaveis na producdo de EROs devido a auséncia de
danos na membrana mitocondrial.

Entretando, uma série de outros trabalhos demonstraram a reducdo dos niveis de
MDA exercida pela Diosmina e pela fracdo flavondide purificada micronizada. Em uma
investigacdo sobre os possiveis mecanismos de protecdo da diosmina na lesdo pulmonar
induzida por lipopolissacarideo (LPS), observou-se que 0s animais expostos a LPS
apresentaram um aumento no nivel de MDA e uma diminuicdo acentuada do teor de glutationa.
Estas alteracdes foram significativamente revertidas pelo tratamento com diosmina (50 e 100
mg/kg) de uma forma dose-dependente. Indicando uma possivel regulacdo positiva de
antioxidantes enzimaticas/ ndo-enzimaticas ou diminuicdo da producdo de EROs exercida pela
diosmina (IMAM et al., 2015). ABDEL-SALAM e colaboradores (2012) ao investigar 0s
efeitos da fracdo flavondide purificada micronizada (MPFF, Daflon®) no estresse oxidativo
hepatico e cerebral e na lesdo hepética causada pelo LPS em ratos, verificaram que os ratos
tratados com MPFF a 9 e 18 mg/kg apresentaram diminuicdo do MDA e nitrito cerebral e
aumento do GSH, resultado da capacidade de reducdo do dano oxidativo atribuida ao MPFF.

Nossos resultados mostraram que o Diosmine na dose de 100 mg/kg elevou os
niveis de GSH no corpo estriado (ipsilateral), hipocampo, cértex pré-frontal e vermis cerebelar.
Segundo Bové e Perier (2012) tem sido demonstrado que 0s ratos gque sobre-expressam
superdxido dismutase e glutationa peroxidase sdo protegidos contra a toxicidade de 6-OHDA.
GSH é um potente antioxidante natural, que age no combate de radicais livres. A deplecdo de
GSH é observada em modelos animais induzidos pela neurotoxina 6-OHDA (BLESA et al.,
2012).

Apesar dos resultados positivos associados ao tratamento com o Diosmin® na dose
de 100 mg/kg, a dose menor de Diosmin® (50 mg/kg) utilizada, assim como a dose maior (200

mg/kg) ndo apresentaram a mesma capacidade de reversdo dos déficits motores e
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neuroquimicos ocasionados pela 6-OHDA. Observou-se ainda que na dose de 200 mg/kg houve
uma tendéncia a aumentar o estresse oxidativo e o nimero de rota¢fes contralaterais induzidas
pela apomorfina, apesar de ndo apresentar diferenca estatistica do controle positivo nesses
parametros. Provavelmente uma dose maior do medicamento poderia apresentar resultados de
toxidade. Isso porque os flavonodides podem atuar como antioxidantes e pro-oxidantes que
podem ser modulados pelas concentracfes usadas (LEWINSKA et al., 2017).

Varios estudos tem relatado os efeitos benéficos dos flavonoides, principalmente
devido a sua capacidade antioxidante, incluindo sua acao de remocdo direta de radicais livres e
suas propriedades de atividade quelante de metais, porém, alguns estudos também tem
demonstrado a atividade pro-oxidante dos flavonoides, principalmente em altas doses. Foi
observada que a quercetina apresentou propriedades pré-oxidantes e citotoxicas em altas
concentracdes em culturas de células. De outro modo, em concentracbes mais baixas, as
propriedades prd-oxidantes da quercetina podem alterar o estado redox intracelular atraves da
geracdo de quantidades moderadas de EROs ou indiretamente atraves da deplecéo parcial da
GSH. Ambos os eventos podem levar a uma situacdo de estresse oxidativo leve, que por sua
vez ira influenciar a expressdo de genes antioxidantes por modulacdo de redox fatores de
transcrigdo sensiveis (DAJAS et al., 2015).

Para verificar de forma mais eficaz a atividade do Diosmin® no nosso modelo,
associamos a dose terapéutica de Diosmin® apresentada nos nossos resultados preliminares com
o tratamento “padrao-ouro” para a Doenga de Parkinson, a Levodopa. Utilizamos ainda a L-
DOPA associada a um inibidor da descarboxilase de acidos aromaticos (AADC), a benserazida,
para avitar a rapida metabolizacdo da L-DOPA nos tecidos periféricos. Além disso a
Prolopa®@HBS é usada para inibir as flutuagcbes motoras, sendo liberada gradativamente na
corrente sanguinea.

De uma forma geral, ndo observamos diferencas significativas entre os animais
tratados com Diosmin® 100 mg/kg daqueles tratados com 0 DM em associa¢do com a L-DOPA,
com excessdo de niveis mais elevados de GSH nos animais tratados com a associa¢do. Na
recuperacao da atividade locomotora, a adi¢do de LD na dose de 12,5 mg/kg ao tratamento com
a dose terapéutica de Diosmine, também ndo apresentou altera¢cbes quando comparadas com o
tratamento com o Diosmin® sozinho, com exceg¢éo do teste rotacional, onde a associagdo nédo
conseguiu reverter o numero de rotacfes contralaterais resultantes da leséo nigroestrial por 6-
OHDA.

Segundo Boveé e Perier (2012), o nimero de rotagdes observadas em um rato no

teste rotacional € significativamente reduzida ap6s um tratamento cronico e intermitente de trés
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semanas com L-DOPA, talvéz seja necessario um tempo maior de tratamento, além das duas
semanas que nossos animais receberam tratamento com a L-DOPA para verificar efeito no teste
rotacional. Chen e colaboradores (2015) verificaram o nimero de rotacdes induzidas por
apomorfina em ratos tratados com piceideo (um derivado ndo glicosilado de resveratrol). O
teste rotacional foi realizado 7, 14, 21 e 28 dias ap6s lesdo com 6-OHDA na substancia negra,
a cada teste o numero de rotagdes era reduzido em ratos tratados com piceideo 50 mg/kg em
associacdo com LD 12,5 mg/kg.

Surpreendentemente, o tratamento com LD 25 mg/kg néo reverteu o déficit da
atividade locomotora horizontal e vertical induzida pela 6-OHDA no teste de campo aberto,
apesar de ter elevado o nimero de grooming em relacdo a todos os demais grupos, o que indica
um aumento dos niveis de dopamina. Além disso, o tratamento com essa dose de L-DOPA néo
apresentou diferenca significativa no nimero de rotacdes contralaterais em relag¢do ao grupo 6-
OHDA. Constatamos ainda que o tratamento com LD 25 mg/kg por 14 dias néo foi suficiente
para reverter o quadro de deplecdo de GSH induzido por 6-OHDA, além de elevar os niveis de
MDA em areas cerebrais em relacdo ao grupo 6-OHDA, estimulando o agravamento da
peroxidacdo lipidica. Efeitos em grande parte melhorados pela associa¢do do Diosmin® com
LD 12,5 mg/kg, ou até mesmo pelo tratamento com o Diosmin® sozinho.

H& uma preocupacdo de longa data que a L-DOPA pode ser toxica e acelerar a
degeneracdo neuronal e a progressao clinica como uma consequéncia de espécies de oxigénio
reativo geradas pelo metabolismo oxidativo da droga (OLANOW, 2015). Na neuropatologia da
DP, os danos oxidativos e a neuroinflamacdo sdo os principais eventos, que podem ser
amplificados pelo aumento do metabolismo da DA e L-DOPA, ocorrendo durante o tratamento
prolongado com L-DOPA.

Varios estudos demonstraram que a acumulacédo intracelular de DA pode levar ao
estresse oxidativo e neurotoxicidade através da formacédo de varios metabdlitos tdxicos, a auto-
oxidagdo de DA produz DA quinonas ou DA semiquinonas deficientes em elétrons, o que pode
contribuir para a neurodegeneracdo através do estresse oxidativo e da disfuncdo mitocondrial
(CARTA et al., 2017). Nikilova e colaboradores (2014) verificaram que a administracdo de
Madopare (L-DOPA + benzerazida) provocou um maior grau de estresse oxidativo do que o
induzido pela Doenca de Parkinson, por si s4, em pacientes diagnosticados com essa doenca.
Em particular, uma dosagem elevada de levodopa pode contribuir para a progresséo da doenca
(MULLER, 2013).

Apesar disso, o tratamento com L-DOPA 25 mg/kg reduziu os niveis de

nitrito/nitrato induzidos por 6-OHDA. Em modelo animal induzido por leséo nigroestriatal por
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6-OHDA. Ramirez-garcia, Palafox-sanchez e Limén (2015) concluiram que tratamento oral
com L-DOPA/ Carbidopa (100 mg/kg) durante 20 dias causou aumento dos niveis de nitrito na
substancia nigra pars compacta, no estriado dorsal e no cortex pré-frontal mediano dos animais.
Entretanto, Pinto e Viana (2015) utilizaram doses menores de L-DOPA em ratos submetidos a
lesdo estriatal por 6-OHDA, e verificaram reducéo dos niveis de nitrito/nitrato no estriado de
ratos tratados tanto com a associacdo do cha-verde (25 mg/kg) + L-DOPA (25 mg/kg), quanto
com L-DOPA sozinha (nas doses de 25 ou 50 mg/kg), durante 14 dias consecutivos. E possivel
que as concentracdes das doses estejam associadas a essas alteracdes nos niveis de
nitrito/nitrato.

Com a progresséo da DP, surge a necessidade de aumentar as concentragdes de L-
DOPA e o nimero de vezes do consumo desta droga por dia para a reposicao de DA, com isso,
elevam-se as probabilidades de surgirem efeitos colateriais (PALFI et al., 2014). A reducéo da
dose de L-DOPA é a melhor estratégia para evitar os efeitos adversos induzidos pela L-DOPA.
No entanto, reduzir a dose de L-DOPA sozinho ndo é uma abordagem ideal. Embora uma dose
baixa seja mais segura, € menos eficaz no alivio dos sintomas motores da DP. Para contrariar
estes efeitos metabdlicos associados a levodopa a longo prazo, um novo método de tratamento
que permita um tratamento eficaz de L-DOPA com uma dosagem baixa € altamente importante
(KURLAN, 2005; WEINTRAUB; COMELLA; HORN, 2008).

Ao associarmos o tratamento com Diosmin® a L-DOPA em uma dose baixa,
observamos uma melhora significativa na atividade locomotora e no extresse oxidativo em ratos
hemiparkinsonianos lesionados com 6-OHDA em compara¢do com 0s animais tratados com L-
DOPA sozinha em uma dose maior. Evidéncias crescentes implicaram que a terapéutica cronica
de combinacdo de farmacos é uma abordagem valiosa para atenuar os efeitos adversos
induzidos por L-DOPA, como a associacdo da terapia com levodopa combinada com a
aplicacdo suplementar de catadores de radicais livres (MULLER, 2013).

Ao investigar se o flavondide hidroxissaflor amarelo A (HSYA) melhora a
discinesia induzida por L-DOPA e as flutuagdes motoras em ratos lesionados com 6-
hidroxidopamina. Wang e colaboradores (2015) verificaram que a co-administragédo de HSYA
com L-DOPA melhorou significativamente a discinesia induzida por L-DOPA. O tratamento
combinado também impediu o encurtamento da duracdo da resposta motora que define o
desgaste das flutuagdes do motor. Segundo Peritore e colaboradores (2016), a combinacédo de
resveratrol, quercetina ou galato de epigalocatequina com L-DOPA foi mais eficaz na reducéo
dos niveis de H202 do que o tratamento com L-DOPA sozinho. Além disso, a combinacdo de

cada antioxidante com L-DOPA foi eficaz na preservagao da viabilidade celular.
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Em experimento realizado por Takeshima e colaboradores (2011), a exposigéo a L-
DOPA durante 24 horas reduziu o numero de células viaveis e aumentou a formacgéo de quinona
ligada a proteina na célula. Ambos os efeitos foram evitados pelo tratamento simultaneo de L-
DOPA com baicaleina. Além disso, a baicaleina impediu a formacéo de radicais semiquinona
de DA a partir de DA num sistema in vitro de células livres. O tratamento prolongado com
baicaleina durante 96 horas também protegeu contra 0 excesso de morte celular induzida por
L-DOPA e também aumentou os niveis de glutationa (GSH) em células CATH. Indicando
atividade neuroprotetora exercida pela bacaleina contra o excesso de neurotoxicidade da DA
induzida por L-DOPA através da supressdo da formagéo de DA quinona.

Chen e colaboradores (2015), em seus estudos, verificaram reducdo nos niveis de
MDA em ratos submetidos a lesdo na substancia negra por 6-OHDA e tratados por 21 dias com
uma associacdo de 50 mg/kg de piceida + 12,5 mg/kg de L-DOPA. Sugerindo que piceida
preserva e corrige Varias vias/ pardmetros anti-oxidantes principais, seletivamente na regido
SNc afectada. Isto implica a sua potente atividade anti-oxidante como um importante
mecanismo de sublinhamento para proteger a neurodegeneracdo da SNc vulneravel nestes
modelos.

De maneira geralizada, os nossos resultados indicam que tanto o tratamento com
Diosmin® 100 mg/kg, assim como quando associado com LD 12,5 mg/kg foram mais eficientes
no tratamento de animais hemiparkinsonianos lesionados com 6-OHDA, do que animais
tratados com LD 25 mg/kg. Assim como a administracdo sistémica Diosmin® 100 mg/kg
conseguiu efeitos preventivos, comparaveis ou melhores do que a propria associacdo com a
Levodopa. Além disso, Diosmin® ja é reconhecido por sua atividade de inibicdo de COMT. Seu
uso em associado a terapia L-DOPA/carbidopa ou benserazida provavelmente elevaria a

biodisponibilidade de Levodopa, a0 mesmo tempo que proporcionaria neuroprotecao.
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6 CONCLUSAO

O tratamento com Diosmin® mostrou possivel efeito neuroprotetor nas alteragdes
comportamentais e neuroquimicas induzidas por 6-hidroxidopamina. Sua associacdo com a
levodopa em sub-dose mostrou efeito superior em relacdo ao tratamento convencional de
reposi¢cdo de dopamina, a base de levodopa/benzerasida em uma dosagem mais elevada. Estes
resultados sugerem um potencial terapéutico da associacdo do Diosmine com a L-DOPA no
tratamento da Doenca de Parkinson, assim como a necessacidade de pesquisas mais

aprofundadas do mecanismo de agéo do Diosmin® em modelo de DP.
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