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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa do movimento, afetando 1%
da populagdo na faixa etaria de 65 anos e aumentando para 4 a 5% depois de 85 anos. A DP ¢
caracterizada clinicamente por tremor de repouso, acinesia, rigidez e problemas posturais e ja
estd demonstrado que o estresse oxidativo esta envolvido na patofisiologia da doenca. O
resveratrol é uma fitoalexina que tém sido descrita como tendo propriedades antioxidantes e
antiinflamatdrias, com acdo neuroprotetora no parkinsionismo experimental. O objetivo dese
estudo foi investigar o mecanismo de acdo neuroprotetor do resveratrol sobre as alteragdes
comportamentais, bioquimicas e moleculares induzidas pela 6-hidroxidopamina (6-OHDA),
um modelo animal de parkinsonismo. Ratos machos Wistar (180-240 g) receberam injecOes
de 6-OHDA (18 pg/3ul) no estriado direito através de uma cirurgia estereotaxica e foram
tratados por via intragastrica com Resveratrol (50 mg/kg). Observamos que 0s animais
parkinsonianos apresentaram déficit no comportamento motor, no equilibrio, na memoria e na
capacidade olfatoria. O resveratrol foi capaz de proteger esses animais dos déficts motores,
memoria, aprendizado e na capacidade olfatéria. Os animais parkinsonianos também
apresentaram um comportamento depressivo comprovado com a redugdo das monoaminas
(dopamina, serotonina e naradrenalina) no estriado lesionado e na substancia negra, este efeito
foi totalmente revertido pelo resveratrol na dose testada, com a prevencdo do comportamento
depressivo nos animais como com o0 reestabeleciemento das dosesagens normais das
monoaminas. Neste trabalho, conseguimos provar que resveratrol preveniu a morte dos
neurdnios dopaminergicos na substancia negra (TH e FluorojadeC) como também a
diminuicdo da proteina transportadora de dopamina (DAT) e D2. A inflamagdo esta
diretamente relacionada com a patogenia da DP. No nosso modelo podemos observar um
aumento da astrogliose (GFAP), da microgliose (CD11-b), da ciclooxigenase-2 (COX-2), do
IL-1P e da acdo pro-apoptética (GSK-3p). O resveratrol apresentou efeito protetor neuronal
sobre a resposta inflamatoria, prevenindo o aumento dos atrocitos, da microglia, da COX-2 e
da apoptose. Dessa forma, o resveratrol exerce um efeito neuroprotetor modelo de

parkinsionismo em ratos, devido a sua a¢do antiinflamatério e antiapoptdtica.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson. Resveratrol. Neuroprotecdo. Memoria. Depressao.

Inflamacdo. Apoptose. DAT



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative movement disorder, affecting 1% of the 65-
year population and increasing to 4 to 5% after 85 years. PD is characterized clinically by
resting tremor, akinesia, rigidity and postural instability and it has already been demonstrated
that oxidative stress is involved in the pathophysiology of the disease. Resveratrol is a
phytoalexin that has been described as having antioxidant and anti-inflammatory properties,
with neuroprotective action in experimental parkinsonism. The objective of this study was to
investigate the mechanism of neuroprotective action of resveratrol on the behavioral,
biochemical and molecular changes induced by 6-hydroxydopamine (6-OHDA), an animal
model of parkinsonism. Male Wistar rats (180-240 g) received 6-OHDA injections (18 ug/ 3
ul) in the right striatum through stereotactic surgery and were treated resveratrol (50 mg / kg).
We observed that parkinsonian animals presented deficits in motor behavior, balance,
memory and olfactory discrimination. Resveratrol was able to protect these animals from
motor deficits, memory, learning and olfactory disbility. Parkinsonian animals also had
depressive behavior with the reduction of monoamines (dopamine, serotonin and
naradrenaline) in the injured striatum and substantia nigra. This effect was totally reversed by
resveratrol at the dose tested, with the prevention of depressive behavior in animals and the
reestablishment of normal doses of monoamines. We were also able to prove that resveratrol
prevented the death of the dopaminergic neurons in the substantia nigra (TH and FluorojadeC)
as well as the decrease of the dopamine transporters (DAT) and D2. The inflammation is
directly related to the pathogenesis of PD. In our model we can observe an increase in
astrogliosis (GFAP), microgliosis (CD11-b), cyclooxygenase-2 (COX-2), IL-1p and apoptotic
action (GSK-3pB). Resveratrol presented a protective effect on the inflammatory response,
preventing the increase of the atrocites, microglia, COX-2 and apoptosis. This suggests
resveratrol exerts a neuroprotective effect on parkinsonism induction in rats, probably due to

its anti-inflammatory and antiapoptotic action.

Keywords: Parkinson's disease. Resveratrol. Neuroprotection. Memory. Depression.

Inflammation. Apoptosis. DAT.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) foi primeiramente descrita em 1817, como uma sindrome
neuroldgica, embora sintomas de parkinsonismo pode ser encontrado em descricGes
anteriores, pelo médico inglés James Parkinson que levaria o seu home na doenca no futuro.

O James Parkinson foi capaz de descrever o quadro clinico como o tremor
involuntario, diminuicdo da for¢ca muscular e com propensdo de dobrar o tronco pra frente,
mas preservando os sentidos e o intelecto. Mas foi o medico francés Jean-Martin Chacot
quem desenpenhou um papel decisivo na descricdo da DP, acrescentando vérias contribuicdes
na descricdo do quadro clinico, definindo a presenca dos quatro sinais cardiais da doenca:
tremor, bradicinesia, rigidez e dificuldades de equilibrio, apresentando critérios para o

diagnostico diferencial e também sugerindo o primeiro tratamento da doenca (GOETZ, 2011).

1.1.1 Epidemiologia

A DP é um disturbio neurodegenerativo do movimento que afeta 1% da populagéo na
faixa etéria de 65 anos, e aumentando para 4 - 5% na populacdo acima de 85 anos (ELBAZ et
al., 2015; TYSNES; STORSTEIN, 2017). Apesar de ndo possuir altas taxas de incidéncia e
prevaléncia mundiais, estima-se que em 2030 o numero de individuos com a doenca suba para
mais que o dobro (DORSEY et al., 2007).

Segundo a Associacdo Européia de Doenca de Parkinson (European Parkinson
Disease Association), a estimativa é de 6,3 milhGes de pessoas no mundo com DP. A idade do
aparecimento é comumente apds 0s 60 anos de idade, mas um entre dez individuos € afetado
antes dos 50 anos. De acordo com as estatisticas, 1,2 milhdes de pessoas na Europa tem DP:
aproximadamente 260.000 na Alemanha, 200.000 na Italia, 150.000 na Espanha, 120.000 no
Reino Unido e 117.000 na Franca. Estudos recentes acerca da incidéncia da doenca apontam
que ela atinge mais individuos brancos que negros que habitam grandes cidades nos Estados
Unidos (WILLIS et al., 2011). Alguns estudos epidemioldgicos demonstraram ainda uma
maior freqiiéncia no sexo masculino (MENESES; TEIVE, 2003). Na Asia, a doenca parece
ser menos prevalente que em paises do ocidente (MUANGPAISAN; HORI; BRAYNE, 2009)
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Dados do CENSO2000, realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e estatistica
(IBGE), revelam que no Brasil a prevaléncia da DP em pessoas com idade entre 60 e 69 anos
é de 700 a cada 100 mil individuos e entre 70 e 79 anos é de 1500 a cada 100 mil. De acordo
com o estudo de Bovolenta e Felicio (2017) em 2015, o nimero de individuos com mais de 50
anos que ja apresentavam sintomas de DP era de 220.000 casos. Além disso, 36 mil novos
casos surgem por ano no pais. A DP ja ultrapassa 200 mil casos, sendo a maior parte
concentrada nas regifes Sudeste e Sul, responsavel por um total estimado de 64 mil casos
(BRASIL, 2006). Estudos sobre o perfil epidemioldgico de pacientes com DP no Brasil
mostram que a maioria dos pacientes ¢ homem com idade acima de 50 anos, e que o inicio da
doencga ocorre principalmente na faixa de idade entre 50-59 anos, seguido pela faixa de idade
entre 60-69 anos e 70-79 anos (PALERMO et al., 2009; CORIOLANO et al., 2013; LIMA et
al., 2016).

Trata-se da segunda principal doenca neurodegenerativa depois da doenca de
Alzheimer (DA), mas ainda ndo se conhece completamente a sua etiologia, nem se dispdem
de tratamentos efetivos para evitar a degeneracdo dopaminérgica progressiva acometida
nesta doenga (ABREU et al., 2016).

1.1.2 Etiologia

Na DP ocorrem uma série de alteragbes funcionais, decorrentes de disfuncdes nos
ganglios basais, relacionadas ao controle motor, repercutindo por meio de sinais e sintomas
como tremor de repouso, rigidez, bradicinesia e instabilidade postural (ELBAZ et al., 2015;
TYSNES; STORSTEIN, 2017; FAHN, 2000). Porém outros sintomas, classificados como
sintomas ndo motores, sdo comuns. Estudo realizado no Estado de Pernambuco demonstrou
que os pacientes com DP do Hospital das Clinicas do Estado apresentaram sintomas como
constipacdo intestinal, insdnia, dor muscular e articular, hipotencdo ortostatica, impoténcia
sexual, dentre outros (CORIOLANO et al., 2013).

Os parkinsionismos podem ser divididos em primaria ou idiopatica, secundario e
atipico (COSTA et al., 2003; PEREIRA et al., 2003; ANDRE, 2004). O tipo idiopatico ou
DP corresponde a 75% dos casos. Esta divide-se ainda em: DP juvenil (antes dos 21 anos),

DP de inicio precoce (entre 21 e 40 anos de idade), DP com tremor predominante (DP
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benigna) e DP com instabilidade postural e distarbios de marcha (DP maligna) (TYSNES;
STORSTEIN, 2017; PEREIRA et al., 2003). No tipo secundario ha uma causa especifica ou
reconhecida por condicdes suspeitas, como infec¢cdes, medicamentos, hidrocefalia, acidentes
traumaticos, neoplasias e condi¢Bes hereditarias (PEREIRA et al., 2003). Conforme
Guimaraes e Alegria (2004), os casos mais comuns de parkinsionismo atipico sdo causados
por: 1. paralisia supranuclear progressiva (PSP), caracterizado como um transtorno
neuroldgico progressivo com rigidez, bradicinesia, dificuldade na marcha, paralisia bulbar e
oftalmoplegia; 2. atrofia multissisttmica (AMS); e 3. deméncia de corpos de Lewy,
caracterizada por alucinag@es visuais, declinio intelectual, flutuages no nivel de atencdo e
parkinsonismo (CORIOLANO et al., 2013; LIMA et al.,, 2016; STEIDL; ZIEGLER,;
FERREIRA, 2007).

A DP é uma doenca neurodegenerativa frequente com uma fase pré-motora que pode
durar muitos anos. Os principais fatores de risco envolvidos associados a DP sdo o tabaco,
cafeina, cha preto, pesticidas e o bloqueio dos canais de céalcio (DELAMARRE;
MEISSNER, 2017).

1.1.3 Fisiopatologia

A DP caracteriza-se clinicamente por tremor de repouso, acinesia, rigidez,
instabilidade e problema postural (TYSNES; STORSTEIN, 2017; WHITE et al., 2009;
MORIGUCHI; YABUKI; FUKUNAGA, 2012). Morfologicamente, caracteriza-se por uma
degeneracédo dos neurdnios com a presenca de corpusculos de Lewy (inclusbes de proteina no
citoplasma intraneural) na substancia negra pars compacta (SNpc) e outras estruturas, tais
como, no locus cerulus, nucleos da base, hipotdlamo, cértex cerebral, nicleos motores dos
nervos cranianos e estruturas centrais e periféricas do sistema nervoso autonémico (SCHULZ;
FALKENBURGER, 2004; PAL et al., 2011). Os sintomas classicos da DP manifestam-se
apo6s uma perda de 70 - 80% dos neurdnios dopaminérgicos da SNpc, levando a uma grave
reducdo nos niveis de dopamina estriatais (LEVY et al., 2009). O diagnostico definitivo
requer tanto a identificacdo desta neurodegeneracdo, quanto a presenca dos corpusculos de
Lewy. Os corpusculos de Lewy, encontrados nos neurdnios dopaminérgicos da substancia
negra e em outras regides cerebrais, contém agregados de muitas proteinas como a a-

sinucleina, que é a mais abundante, e as da familia das quinases reguladoras de afinidade aos
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microtubulos (MARKs) (HENDERSON et al., 2017; LIMA et al., 2016; WEINTRAUB;
COMELLA; HORN, 2008).

A DP também pode ser de carater genético/hereditario, portanto existem cerca de oito
genes reconhecidos e relacionados a patologia, dos quais 0s mais importantes sdo a
parkina e os genes que codificam a a-sinucleina. A doenca genética pode ser autossémica
dominante, quando ocorre mutagdo do gene da a-sinucleina; ou autossémica recessiva, com
mutacdo no gene da parkina. O ultimo subtipo frequentemente surge em doentes mais jovens,
com menos de 35 anos (NUSSBAUM; ELLIS, 2003).

A DP resulta de anormalidades primarias nos nlcleos da base, uma estrutura cerebral
que atua em tarefas como a motivacgéo critica, planejamento motor e funcées de aprendizagem
(PRESCOTT, 2009). Sabe-se que os nucleos da base sdo parte de uma alca fechada que
conectam sequencialmente todas as areas corticais através do corpo estriado, globo péalido e
tdlamo com o cértex frontal. O cortex frontal se projeta para baixo em direcdo ao nivel
espinhal formando circuitos. Os componentes dos nucleos da base incluem além do corpo
estriado (caudato e putamén) e os segmentos palidais internos e externos (globo péalido interno
- GPi e externo - GPe), também o nucleo subtalamico (NST) e a substancia negra pars
reticulata (SNr) e SNpc (ROSIN et al., 2007; GALVAN; WICHMANN, 2008).

Os nucleos da base sdo formados pela substancia negra, corpo estriado (regides
caudato e putamem), segmentos interno (GPi) e externo (GPe) do globo palido e nucleo
subtalamico (STN). O estriado e NST recebem aferéncias glutamatérgicas de areas especificas
do cortex cerebral ou talamo e transferem a informacdo para os nucleos de saida dos ganglios

da base, que sdo o globo palido interno e SNr.

A projecdo entre o estriado e 0 GPe/SNr esté dividida em duas vias separadas: uma via
direta e uma via indireta, através da intercalacdo do globo palido externo e do ndcleo
subtalamico. Essa via € modulada por projecGes advindas da substancia negra pars compacta,
chamada de via nigroestriatal. Esta via lanca dopamina no corpo estriado, podendo ser
excitatoria, relacionada aos receptores D1, através da via direta, ou ainda inibitoria,
relacionada aos receptores D2, através da via indireta. A via direta consiste em projecdes
gabaérgicas, advindas do corpo estriado, em direcdo ao GPi e substancia negra pars
reticulada, que também emitem fibras gabaérgicas as regides ventrolateral e ventroanterior do

tdlamo. Na via indireta neurdnios estriatais lancam projec6es gabaérgicas para o GPe, que por


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Parkina&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Alfa-sinucleina
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Autoss%C3%B4mica_dominante&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Autoss%C3%B4mica_dominante&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Autoss%C3%B4mica_recessiva
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sua vez, langa projeces gabaérgicas para o STN. O STN, entdo, envia projecdes
glutamatérgicas para o GPi e para a substancia negra pars reticulada fechando assim o
circuito (JENNER, 2008; HOUT et al., 2013; MAGRINELLI et al., 2016).

No modelo classico da fisiopatologia da DP ocorre uma perda da projecédo
dopaminérgica advinda da substancia negra levando a uma hiperatividade da via indireta e
diminuigdo da atividade da via direta, assim como as projecdes advindas do cértex para o
corpo estriado também estdo alteradas (JENNER, 2008; 2013) (Figura 1).

Figura 1 - Desenho esquematico representativo da organizacdo classica dos circuitos dos

ndcleos da base no cérebro normal e de individuos com DP.

Normal Doenca de Parkinson
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Conexdes no cérebro normal: (1) Projecdes dopaminérgicas oriundas da substancia negra no mesencéfalo para o
corpo estriado. (2) ProjecBes gabaérgicas inibitorias do corpo estriado para o GPe através da via indireta. (3)
projecGes gabaérgicas inibitorias do corpo estriado para o GPi através da via direta. (4) ProjecOes
glutamatérgicas excitatorias advindas do cortex frontal. Adaptado de JENNER, 2008.

Em circunstancias fisioldgicas normais, a DA é liberada pelos neurbnios da via
nigroestriatal, estimulando os receptores D1 pela via direta e os receptores D2 pela via

indireta. A ativacdo de receptores D1 e D2 tem efeitos opostos, visto que os receptores D1
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estdo acoplados a proteina Gos que ativa adenilil ciclase levando a aumento de AMPc,
enguanto que os receptores D2 estdo acoplados a proteina Ga;, que inibe a adenilil ciclase
reduzindo AMPc citoplasmatico (STOOF; KEBABIAN, 1981; ZHUANG et al., 2000;
CORVOL et al., 2001). O AMPc regula a fosfoquinase A (PKA) que inicia a imediata
expressdo de genes. Quando os receptores D1 e D2 s&o co-estimulados ocorre a dissociacao
do receptor D1 da proteina Gas, se ligando entéo a proteina Gog que ativa a fosfolipase C,
formado inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), levando ao aumento de calcio

intracelular a partir do reticulo endoplasméatico (HEUMANN et al., 2014).

Os sintomas motores da DP séo o foco da farmacoterapia, contudo os sintomas nédo
motores, como deméncia, psicose, ansiedade, distdrbios de insbnia, disfuncdo autonémica e
distdrbios do humor, podem ser o0s aspectos mais incapacitantes, perturbadores e néo
compreendidos da doenca (LIMA et al., 2016; TYSNES; STORSTEIN, 2017; BAGLIO et
al., 2011).

Além dos prejuizos nos processos de aprendizado e memdria ja descritos, uma outra
funcdo que é extensamente comprometida em pacientes com a DP € a olfacdo. Embora ja
venham sendo relatados h&d mais de 30 anos 0s prejuizos apresentados por pacientes
parkinsonianos na percepgéo, discriminagdo e reconhecimento de odores, o sintoma olfativo
tem sido praticamente ignorado por pesquisadores e clinicos envolvidos com esta doenca. A
relativa escassez dos trabalhos nesta area deve-se, em parte, a falta de técnicas e
procedimentos capazes de mensurar este comprometimento olfativo em humanos, somado a
inexisténcia de modelos animais que reproduzam tais prejuizos (PREDIGER et al., 2010).

O comprometimento da olfacdo parece ndo ser um sintoma exclusivo da DP, sendo
que individuos portadores de outras doencas neurodegenerativas, como a doenca de
Alzheimer, Coréia de Huntington e a atrofia de maltiplos sistemas, também apresentam tal
comprometimento (MOBERG et al., 1987; DOTY et al., 1988; WENNING et al., 1995;
HAWKES et al., 1998, MESHOLAM et al., 1998).

Também foi demonstrado que havia uma correlacdo positiva entre a morte neuronal
em areas olfativas com o tempo que o paciente apresentava a doenca (PEARCE et al., 1997).
Embora ndo seja consenso entre os pesquisadores, 0s prejuizos olfativos apresentados pelos
pacientes parkinsonianos parecem ndo estar relacionados a um Unico odor especifico, e ao
contrério dos demais sintomas motores e cognitivos, ndo progridem com o avan¢o da doenca
(DOTY et al., 1988, 1995; QUINN; ROSSOR; MARSDEN, 1987; HAWKES; SHEPHARD;
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DANIEL, 1997). Outra caracteristica interessante € que o comprometimento olfativo
apresentado pelos pacientes com a DP ndo € alterado pelo tratamento com drogas anti-

parkinsonianas, como a levodopa (L-dopa) (DOTY et al., 1992).

Os sintomas depressivos ocorrem em aproximadamente metade dos pacientes e sdo
uma causa significante de prejuizos funcionais (McDONALD; RICHARD; DELONG, 2003).
Duas teorias apontam para a etiologia da depressdo na DP, uma argumenta que ela é reativa e
secundaria ao estresse psicossocial de uma doenca cronica e incapacitante (COLE et al.,
1996), outra que ela é secundaria a uma degeneracdo neuroanatémica subjacente, antes que
simplesmente uma reacdo ao estresse psicossocial (McDONALD; RICHARD; DELONG,
2003). A depressdo correlaciona-se com mudangas na fungdo serotoninérgica e dopaminérgica
e com a neurodegeneracdo de vias corticais e subcorticais especificas (BLANDINI et al.,
2000). Possivelmente, os sintomas depressivos iniciais no curso da DP relacionam-se a um
declinio cognitivo mais rapido (STARKSTEIN et al., 1990) e a um risco elevado do
desenvolvimento de deméncia (HUGHES et al., 2000). Por outro lado, o prejuizo cognitivo
associa-se a um risco aumentado do desenvolvimento de depressdo (LIMA et al., 2016) e ja
foi observado que a combinacdo deméncia e depressao correlaciona-se com uma diminuicdo
do metabdlito da dopamina nos pacientes com DP (POLETTI; BONUCCELLLI, 2012).

1.1.4 Patogénese da DP

Vaérios fatores tém sido implicados na patogénese da morte celular na DP. A
origem da degeneracdo neuronal é desconhecida e provavelmente envolve diversos eventos
celulares e moleculares, incluindo aumento do estresse oxidativo, acimulo de proteinas
alteradas, excitotoxicidade, processo inflamatdrio, mecanismos pro-apoptoticos e disfuncéo
mitocondrial (NUSSBAUM; ELLIS, 2009).

1.1.4.1 Estresse Oxidativo na DP

O estresse oxidativo tem sido discutido como um importante contribuinte na patologia
das doencas neurodegenerativas (TYSNES; STORSTEIN, 2017). Uma das idéias relacionadas
a patogénese da doenca de Parkinson baseia-se na formagdo de EROs e consequente inicio de
estresse oxidativo, levando a lesdo na substancia nigra pars compacta (SNpc) (PAL et al.,
2011).
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As evidéncias que dao suporte ao envolvimento de estresse oxidativo na patogénese da
DP incluem alteracBGes na quantidade de ferro no cérebro (GRUNBLATT et al., 2004), que
produz a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) quando esta numa forma reativa;
deficiéncia no funcionamento mitocondrial, particularmente no complexo | da cadeia
respiratéria, alteragdes nos sistemas protetores antioxidantes do cérebro, notadamente na
superdxido dismutase (SOD) e glutationa reduzida (GSH) (PEARCE et al., 1997), além de
evidéncias de dano oxidativo a lipideos, proteinas e DNA (KNEKT, 1996).

Modelos experimentais de parkinsonismo com toxinas que inibem a funcédo
mitocondrial foram a primeira indicagdo da existéncia de uma disfungdo mitocondrial na DP.
Os genes mutantes ligados ao parkinsonismo promovem alteracdo na estrutura ou na funcgéo
de proteinas que estdo direta ou indiretamente relacionadas a funcdo mitocondrial (GODEIRO
JUNIOR et al., 2007).

A DP é uma doenca neurodegenerativa que se associa com niveis aumentados de
metais no cérebro. Altos niveis de ferro vistos durante autopsias de pacientes associam-se
com degeneragdo nigral na DP e correlacionam-se com a gravidade das alteracdes
neuropatoldgicas (GOTZ et al., 2004). Deve ser lembrado que embora um aumento no ferro
possa sinalizar um papel primario do estresse oxidativo na DP, alternativamente esse aumento

pode ser uma consequiéncia do sequestro pelos eosinofilos dos agregados de proteinas.

O ferro tem sido implicado na promocdo da agregacdo da a-sinucleina tanto
diretamente quanto via aumento do estresse oxidativo, sugerindo um papel importante para
este na formacdo dos corpos de Lewy (KAUR; ANDERSEN, 2004). Os esforcos para explicar
0s mecanismos que levam a morte seletiva dos neurénios dopaminérgicos, tém sido focados
nas consequiéncias da oxidagdo da dopamina (DA). Assume-se que O estresse oxidativo
desempenha um importante papel na causa da DP. Em cultura de células PC12, a DA € tdxica
por aumento do estresse oxidativo, o que leva a apoptose (HATTORIA et al., 2009), a
desaminacdo metabdlica da DA e seu metabdlito metilado pela MAO resulta na formacéao de
peroxido de hidrogénio (H.0,). Além disso, a oxidacdo da DA acompanha-se da inativacdo da

tirosina hidroxilase (TH), enzima envolvida na sintese da DA (XU et al., 1998).



31

1.1.4.2 Inflamagéo na DP

A degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos na DP associa-se com uma grande
atividade microglial (McGEER et al., 1988), a qual pode ser consequéncia da morte neuronal
ou pode refletir uma participacao ativa da microglia no processo neurodegenerativo. Se essa
ativacdo microglial protege ou exacerba a perda neuronal ainda € assunto de debate (HIRSCH
et al., 2008), embora a maioria das evidéncias sugerirem que ela exerce efeitos toxicos para 0s

neurdnios.

Varios estudos em humanos e usando modelos experimentais mostram uma
participacdo ativa da inflamagdo na DP (HIRSCH; HUNOT, 2009). Blum-Degen e
colaboradores (1995) mostraram um aumento nos niveis de citocinas (IL-1 e IL-6) no estriado
de pacientes com DP. Outros evidenciaram uma ativacdo microglial no cérebro destes
pacientes (TANSEY; GOLDBERG, 2010).

Estudos usando modelos experimentais mostram que a ativacdo microglial induzida
por LPS, com aumento na expressdo de iNOS, leva a uma degeneracdo dopaminérgica
(ARIMOTO; BING, 2003). Alem disso, outros trabalhos evidenciaram uma diminuicdo dos
riscos de desenvolvimento da DP em usuarios regulares de drogas antiinflamatorias nao-
esteroidais (CHEN et al., 2003).

1.1.4.3 Apoptose

A apoptose tem sido implicada em varias doencas neurodegenerativas como um

importante fator que contribui significativamente para a morte neuronal (BREDESEN, 2004).

O mecanismo celular de apoptose € caracterizado por alteracdes na permeabilidade da
membrana mitocondrial, onde h& formacdo de um canal de alta condutancia com perda do
potencial para a fosforilacdo oxidativa e extravasamento de citocromo c para 0 meio
intracitoplasmatico, com isso ocorreria ativacao de uma serie de substancias serino-proteases
como as caspases, transglutaminases, endonucleases e fosfatidilserina/trombospondina.
Levando a fragmentacdo da cromatina e das organelas com posterior clivagem das mesmas.
Deste modo o0s corplsculos apoptoéticos formados sdo fagocitados por macréfagos
(DAMIANI, 2004).
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As caspases sdo proteases, conhecidas por estarem envolvidas na apoptose. Foram
descobertos mais de 14 tipos de caspases no tecido nervoso dos mamiferos. Elas podem agir
como iniciadoras e executoras da apoptose ou como mediadores inflamatdrios, dependendo
do tipo de caspase. A ativacdo das caspases pode ser observada em varias doencas como no
trauma (caspase-3), na DP (caspase-3) e na DA (caspase-3 e caspase 9) (WALDMEIER,;
TATTON, 2004).

A mitocondria atua como um regulador central da via intrinseca da apoptose, além
disso, também pode amplificar e mediar a via extrinseca. A mitocondria tem um papel
“chave” na integracao e propagagdo dos sinais de morte originados intrinsicamente por danos
ao DNA, por estresse oxidativo, extravasamentos de proteinas e outros. A maior parte dos
sinais pré-apoptoticos é derivada da disrruptura mitocondrial originada pela perda do
potencial para fosforilagdo oxidativa, aumentando subitamente a permeabilidade da
membrana mitocondrial com formacdo de um edema com grande influxo de agua para a
matriz mitocondrial e eventual ruptura da membrana. Proteinas sdo liberadas para 0 meio
intracitoplasmatico (extra-mitocondrial) incluindo fator indutor da apoptose (AIF),
endonucleases (endoG) e o citocromo ¢, que ativa 0 aptossomo e, consequentemente, a
cascata de caspases (WALDMEIER; TATTON, 2004).

Varios estudos sugerem que o fator de necrose tumoral (TNF-a) e a quinase glicogénio
sintase 3 beta (GSK-3pB) ativam as vias extrinseca e intriseca da inducdo da apoptose, e
possuem um papel importante na patogénese de algumas doencas neurodegenerativas como a
DP e a DA (WALDMEIER; TATTON, 2004; ZENG et al., 2017).

1.1.4.4 Metabolismo energético na DP

Por causa do seu alto nivel de atividade metabllica e estrutura complexa, as
mitocdndrias sdo vulnerdveis a uma série de fatores (FEARNLEY; LEES,1991; MULLER-
HOCKER, 1992), incluindo aqueles decorrentes de mutagdes no DNA nuclear e mitocondrial,
fatores exdgenos, como drogas, infecgdes, encargos metabolicos (como obesidade ou diabetes
mellitus tipo 11) e episddios de hipdxia cerebral. Finsterer e colaboradores (2006) mostraram
que tecidos ou 6rgaos com alta demanda de oxigénio e energia, tais como o cérebro, coracao,

figado, pele, intestino e tabulos renais, sdo aqueles mais afetados pelas mitocondriopatias.
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Evidéncias sugerem que o complexo | mitocondrial tem importante papel na etiologia
da DP. Em estudos post mortem a atividade do complexo | esta reduzida em 35 — 40% na
substancia negra de pacientes com DP (SCHAPIRA et al.,1989; SCHAPIRA et al., 1990;
SCHAPIRA et al., 1990). Ja foi relatada a ocorréncia de uma muta¢do no DNA mitocondrial
na forma idiopatica da doenga (PARKER JR ; PARKS, 2005) e uma redugdo associada da
atividade do complexo | nas mitocéndrias do cértex frontal (PATHAK; DAVEY, 2008).

A exposicdo cronica a inibidores do complexo I, como pesticidas, pode contribuir para
o desenvolvimento da forma idiopatica da doenca. No entanto, € improvavel que somente a
exposicao a toxina seja responsavel pela imibicdo seletiva no complexo | na populacdo em
geral. Pacientes com a DP sem qualquer histéria de exposicdo a toxinas também exibem
inibicdo no complexo | de plaquetas (GU et al., 1998).

1.1.5 Modelos de Doenca de Parkinson in vivo

A DP tem sido amplamente estudada através de modelos experimentais que sdo
capazes de reproduzir a perda de neurénios dopaminérgicos. O emprego desses modelos tem
contribuido para o conhecimento sobre os mecanismos patolégicos da doenca. Além disso,
tem permitido o surgimento de varias hipoteses para explicar 0s processos neurodegenerativos
do sistema nervoso central possibilitando a pesquisa por novos agentes terapéuticos que

venham a ser Uteis no tratamento dessa patologia.

Deste modo, foram desenvolvidos modelos animais utilizando-se neurotoxinas
dopaminérgicas e modelos de linhagens genéticas com delecdo genética para a doenca.
Assim, foram introduzidos agentes que seletivamente lesam e destroem o0s sistemas
catecolaminérgicos tais como as toxinas 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) e
6-hidroxidopamina (6-OHDA) (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003). Além desses, alguns
agentes quimicos utilizados na agricultura como a rotenona e o0 paraquat, quando
administrados sistemicamente, podem induzir algumas das caracteristicas da DP, apesar de
serem menos reproduziveis (SPIVEY, 2011).

O MPTP é um inibidor do complexo | mitocondrial que foi acidentalmente descoberto
apos humanos serem expostos a ele e desenvolverem sintomas parkinsonianos em poucas

semanas. Ele é altamente lipofilico e atravessa facilmente a barreira hematoencefalica. Para



34

exercer efeitos toxicos, 0 MPTP deve ser convertido em MPP* pela enzima MAO-B. O MPP*
é entdo transportado para dentro dos neurdnios dopaminérgicos pelo sistema transportador de
dopamina, onde inibe o sistema de transporte de elétrons do complexo I, resultando em falha
de energia na célula e na formacéo de anions superéxido (EMBORG, 2004). Os animais mais
frequentemente utilizados neste modelo sdo os camundongos e 0s macacos. Ratos séo
relativamente insensiveis a toxina (GIOVANNI et al, 1994). Esta toxina tem a desvantagem

de ser muito liposoluvel e, portanto ser tdxica para o experimentador.

A 6-OHDA é uma das neurotoxinas mais frequentemente utilizadas experimentalmente
em modelos de degeneracdo da substancia negra, tanto in vitro como in vivo (SCHOBER,
2004). Ela é incapaz de atravessar a barreira hematoencefélica, sendo necessaria a
administracdo diretamente na estrutura cerebral que se deseja lessionar. A injecdo bilateral de
6-OHDA na SNpc ou em outras regides cerebrais provoca uma elevada destruicdo neuronal,
principalmente dos neur6nios catecolaminérgicos. Esta droga apresenta similaridade estrutural
com as catecolaminas e tem alta afinidade pelo sistema de transporte das mesmas, mostrando
assim a sua seletividade por neurdnios catecolaminérgicos. Ela produz lesdes na SNpc pela
inducdo da producdo de H,O, e EROs, como radical hidroxil, e também pela inibicdo do
complexo | mitocondrial (BLUM et al., 2001).

A 6-OHDA ¢ usualmente injetada unilateralmente, enquanto o hemisfério intacto
serve como controle interno. Esta injecdo unilateral representa o modelo conhecido como
“hemiparkinsoniano” (PERESE et al., 1989), que se caracteriza por um comportamento de
assimetria motora ap6s a administracdo de drogas dopamineérgicas, devido ao desbalanco
fisioldgico de receptores entre o corpo estriado lesionado e o ndo-lesionado (BETARBET et
al., 2002). Por isso, 0s animais apresentardo um comportamento rotacional contralateral no
sentido do hemisfério o qual a estimulacdo do receptor dopaminérgico for predominante. O
comportamento rotacional pode ser quantificado e correlacionado com o grau da lesdo, a

maior vantagem desde modelo (BEAL, 2001).

Alguns agentes quimicos empregados na agricultura, como o pesticidas rotenona e o
herbicida paraquat, quando administrados sistematicamente podem induzir algumas
caracteristicas da DP, apesar dos resultados serem menos reproduziveis. Estes compostos

atravessam facilmente a barreira hematoencefalica, pois sdo bastante lipossollveis, nos
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neurdnios e acumulam-se nas mitocéndrias, inibindo o complexo | da cadeia respiratoria
mitocdndrial, provocando a morte neuronal (VON BOHLEN UND HALBACH et al., 2004).

As toxinas liposolUveis atravessam as membranas celulares e atingem diretamente a
mitocdndria tanto no complexo | como no Ill. O MPTP, através dos transportadores de
dopamina (DAT), pode ficar acumulado nas vesiculas sinapticas ou alcancar o complexo |
mitocondrial. A 6-OHDA atinge a cadeia respiratoria mitocondrial, através do DAT,
induzindo um colapso na membrana mitocondrial, no complexo | da cadeia respiratoria,
ocorrendo entdo a liberacdo de EROs e desacoplacdo da fosforilagdo oxidativa, gerando

prejuizo na fungdo mitocondrial (SHOBER, 2004) (Figura 2).

Figura 2 - Modelos experimentais da Doenca de Parkinson.
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Fonte: VON BOHLEN UND HALBACH et al., 2004.

Alguns modelos genéticos usando camundongos transgénicos ja estdo disponiveis,
entretanto 0s que usam neurotoxinas especificas conseguem reproduzir algumas
caracteristicas especificas da doenca. Sdo mais simples e mais baratos e por este motivo séo
mais utilizados. Agentes que alteram ou destroem o sistema catecolaminérgico, incluindo o

sistema nigroestriatal, como a 6-OHDA e 0 MPTP, sdo os mais utilizados.
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1.1.6 Tratamentos para a Doenga de Parkinson

O diagnostico da DP deve ser realizado por exclusdo pelo médico neurologista. O
tratamento deve ser multidisciplinar composto por médicos, fisioterapéutas, psicologos,
fonoaldidlogos e nutricionistas. Até 0 momento, ndo existe cura para a DP. As terapias
atualmente disponiveis ndo conseguem impedir a progressdo da doenca. No entanto, muitas
opcoes de tratamento descobertas recentemente sao capazes de controlar os sintomas, levando
a uma melhora significante do controle motor, tanto em estagio inicial, quanto nos estagios
avancados da doenca. Porém, os tratamento disponiveis ndo alteram a progressao do processo
neurodegenerativo. As drogas utilizadas no tratamento da DP agem aumentando os niveis de

dopamina no cérebro ou imitando os efeitos da DA (SINGH et al., 2016).

O tratamento atual para a DP consiste essencialmente na reposicdo do precursor da
dopamina (levodopa), inibicdo de sua degradacdo ou 0 uso de agonistas dopaminérgicos.
Apesar disso, com a progressdo da doenca, observa-se uma reducgdo da eficacia, bem como

piora de sintomas incapacitantes ndo responsivos ao tratamento (EMBORG, 2004).

A maioria dos pacientes faz uso da levodopa, considerada o padrdo ouro no tratamento
da DP. Para minimizar os efeitos indesejaveis, como flutuacBes na resposta motora,
confusoes, alucinagdes e fadiga, inicialmente sdo usadas baixas doses com elevagéo gradual.
Além da levodopa, drogas que sdo prescritas atualmente no tratamento da DP incluem
agonistas dos receptores de DA, tais como, rasanginina, selegilina (inibidor de MAO-B),
amantadina (anti-viral com acao na sintese da DA), inibidores de catecol-O-metil transferase
(COMT) (NAGATSU; SAWADA, 2009).

Outra opcdo terapéutica seriam 0s agentes neuroprotetores, cuja importancia esta nas
suas propriedades antioxidantes, estes poderiam ser capazes de mudar o curso da doenca,
barrando a neurodegeneracdo dopaminérgica. Muitos agentes potencialmente neuroprotetores
tem sido identificados e requerem testes clinicos (HART et al., 2009; SCHAPIRA et al.,
2006). O deprenil e a nicotina vém sendo bastante estudados (AGUIAR et al., 2006). Agentes
anti-inflamatdrios, melatonina, coenzima Q10, acido félico, selénio, vitaminas A, C e E sdo
algumas substancias promissoras e que podem contribuir para o tratamento da DP (SINGH et
al., 2006; KLIVENY; VECSELI, 2010).
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Tendo em vista os estudos com regeneracdo celular pretende-se descobrir novas
terapias para patologias que permanecem sem tratamento efetivo. Esta evolucdo é verdadeira
para a maioria das doencas neurodegenerativas. O transplante de novos neurénios no cérebro
foi realizado nas doencas de Parkinson e Huntington. O implante de tecido mesencefalico
embrionario foi testado de forma experimental e clinicas, mostrando uma eficacia limitada.
Nos dias de hoje ja parece ser possivel gerar neurdnios funcionais dopaminérgicos ou estriatal
formados por uma variedade de células tronco, incluindo células tronco embrionarias ou
neurais, bem como células tronco pluripotentes (SCHWARZ; SCHWARZ, 2011).

As intervencOes cirlrgicas para DP mostraram-se benéficas para alguns sintomas
refratarios. No entanto estas cirurgias apresentam indicagdes especificas e um papel é limitado
como "ultimo recurso”, devido ao custo elevado. A eficdcia a longo prazo ¢ limitada.
Recentes avangos nessa area tém levado a uma maior quantidade de procedimentos cirurgicos.
Estes avancos sdo agora examinados com um renovado interesse devido ao advento das novas
tecnologias na forma de neurocirurgia estereotaxica, 0s avan¢os da neuroimagem e o
desenvolvimento da Estimulacdo Cerebral Profunda (DBS). Atualmente a DBS é a
intervencdo de escolha, melhorando resultados, devido ao fato de que essa técnica é
potencialmente mais segura do que outras opcOes disponiveis (SCHAPIRA et al., 2006;
SINGH; PILLAY; CHOONARA, 2007).

1.2 Resveratrol

Os medicamentos a base de plantas podem ser uma fonte alternativa e valiosa para
descoberta anti-Parkinsoniana. Os compostos classificados em stilbenoides, flavonoides,
catecol e terpenos podem ser os candidatos mais promissores para uma investigacdo mais
aprofundada. Alguns compostos bem-estudados, como baicaleina, puerarin, resveratrol,
curcumina e ginsenosideos, merecem maior consideracdo em ensaios clinicos. Estudos
experimentais em profundidade ainda sdo necessarios para avaliar a eficacia de extratos e

formulacdes de ervas em modelos de DP (SONG et al., 2012).

O resveratrol (3, 4, 5-trihidroxi-trans-estilbeno) é uma fitoalexina de natureza
polifendlica (FREMONT, 2000). Seu peso molecular é de 228,24 g/mol e sua férmula
molecular Cy4H1,05. Esta presente em mais de 70 espécies de plantas. Comumente é
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encontrado em grande quantidade na casca de uva, vinho tinto e em baixas quantidades no
amendoim e em varias outras plantas (LU et al., 2008). O composto foi identificado pela
primeira vez em 1940 nas raizes de Verartum grandiflorum O. Loes (TAKAOKA, 1940), cuja
funcdo bioldgica atribui-se a protecdo contra agentes potencialmente lesivos a estrutura da
planta e estresse ambientais. A raiz de Polygnum cuspidatum, erva usada na medicina popular
chinesa e japonesa, também apresenta niveis elevados de resveratrol (SOLEAS;
DIAMANDIS; GOLDBERG, 1997).

Quimicamente, trata-se de um composto polifendlico derivado da fenilalanina, que
contém dois aneis aromaticos com hidroxilas reativas em sua estrutura e que pode se
apresentar sob duas formas isoméricas: cis e trans-resveratrol. O processo de isomerizagdo
ocorre pela a¢do da luz e o isdmero trans é o principal responsavel pelos efeitos bioldgicos do
resveratrol em mamiferos (SOLEAS et al., 1997) (Figura 3).

Figura 3 - Formulas moleculares do resveratrol.
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Fonte: SOLEAS et al., 1997.

Muitos estudos sobre o resveratrol sdo direcionados aos vinhos (em especial, ao vinho
tinto) e apontam a presenca da molécula nessa bebida, sob suas duas formas isoméricas

(WANG et al., 2006). O efeito do resveratrol ja foi testado e apresentou beneficio na
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prevencdo e tratamento de muitas doengas, dentre elas céncer, diabetes, distdrbios
cardiovasculares, doencas neurodegenerativas, autoimunes e metabolicas (BAUR;
SINCLAIR, 2006).

A diversidade dos efeitos bioldgicos do resveratrol deriva de sua capacidade de afetar
diversos alvos moleculares. Estes alvos podem ser divididos em duas categorias: aqueles
modulados por interacdo fisica direta com o resveratrol e aqueles modulados indiretamente,
através da mudanca nos niveis de expressdo de diversos genes (HARIKUMAR;
AGGARWAL, 2008).

Nos Gltimos anos, a molécula do trans-resveratrol recebeu atencdo consideravel por
seu poder antiinflamatorio, antiapoptético, antioxidante, antidiabéticos, antivirais e
cardioprotetor (SINGH et al., 2013).

Tem sido especulado que o consumo de resveratrol na dieta pode funcionar como
antioxidante, induzir a producdo de déxido nitrico, induzir a agregacao plaquetéaria e aumentar
os niveis de HDL (BHAT et al., 2001). Os primeiros achados do uso de extratos de uva na
satide humana datam mais de 1.000 anos atras. Na india, a medicina ayurvédica ja prescrevia
Vitis vinifera L., o qual possui como principal componente o resveratrol, como droga
cardioténica (BHAT et al., 2001). O resveratrol € preferencialmente produzido nas cascas das
uvas maduras como resposta a infeccdes fungicas e encontra-se praticamente ausente em
plantas ndo estimuladas. Esse composto ndo € o Unico estilbeno envolvido na resposta as
infeccOes, porém é o precursor da viniferina, composto utilizado na sintese de diversos outros
estilbenos (BHAT et al., 2001).

O resveratrol ganhou consideravel atencdo por suas propriedades anticancer. Por sua
atividade antiproliferativa, o resveratrol pode suprimir a invasdo de metastases em carcinoma
hepatocelular (YU et al., 2008) e induzir apoptose (ROCCARO et al., 2008).

O efeito neuroprotetor do resveratrol ja foi demonstrado em modelos de lesdo cerebral
com o pepitideo B-amildide em culturas de células PC12, atribuindo esse resultado & sua
capacidade antioxidante (JANG; SURH, 2003). Também apresenta neuroprote¢do em modelo
crébnico de esclerose mdaltipla em camundongos (FONSECA-KELLY et al., 2012). O
resveratrol € um antioxidante bem reconhecido que pode modular os resultados da
desregulacdo de ions metalicos, bem como as principais caracteristicas do cérebro da DA
(GRANZOTTO ; ZATTA, 2014).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Roccaro%20AM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Estudos recentes demonstram esta atividade aintiinflamatoria do resveratrol no modelo
de isquemia global em ratos, com a diminui¢do expressdo dos transportadores de glutamato
tipo 1, das microglias e dos astrocitos no hipocampo apods sete dias de tramento apos a
isquemia (GIBOVAN; PLAMADON, 2015)

Figura 4 - Acdes do trans-resveratrol.
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Fonte: Adaptado de SINGH et al., 2013.

O resveratrol bloqueia a producdo de espécies reativas de oxigénio em células
endoteliais bovinas (LU et al., 2008) e inibe a colinesterase e a agregacdo do peptidio beta
amildide (JANG ; SURH, 2003), além de proteger contra a cardiotoxicidade induzida por
triéxido de arsénico (ZHAO et al., 2008) e contra a apoptose (ANTONIO ; DRUSE, 2008).

Também j& esta demonstrado que o resveratrol protege contra a toxicidade induzida
por glutamato, através do aumento de sua recaptacdo sindptica em cultura de astrocitos (De
ALMEIDA et al., 2007). Inibe também os receptores pds-sinapticos de glutamato (GAO et
al., 2009) e protege contra o dano cerebral isquémico (DELLA-MORTE et al., 2009). Inibe a
ativacdo microglial e a liberagdo de citocromo ¢ em ratos isquemiados (CSISZAR, 2011) e



41

previne contra déficits de memoria, aumentando a atividade da acetilcolinesterase em ratos
diabéticos (SCHMATZ et al., 2009). Tais efeitos podem atuar de forma convergente com sua
acao antioxidante, para reduzir o dano cerebral durante varios tipos de injurias e fornecem

substrato para o seu uso futuro em vérias doencas neurodegenerativas.

Em um estudo anterior, 0 nosso grupo conseguiu demonstrar que o resveratrol foi
capaz de proteger os neurbnios dopaminérgicos da acdo da neurotoxina 6-OHDA em ratos,
nos testes de comportamento motor, comportamento depressivo preservando 0s niveis de
dopamina e serotonina, e na memoria tanto aversiva com espacial. Também foi capaz de

evitar a formacdo das EROs, demonstrando o seu efeito antioxidante (MENEZES, 2012).

1.3 Relevancia e justificativa

A Doenca de Parkinson é uma doenca degenarativa progressiva que atinge
aproximadamente 1% da populagido mundial com idade acima de 65 anos. E descrita como
um distdrbio motor em que os pacientes apresentam tremor, rigidez muscular, bradicinesia,
depressdo e disturbios posturais. Além desses déficits motores, pode ocorrer também
disfuncéo cognitiva e, em alguns casos, deméncia, provavelmente pelo fato de que o processo

degenerativo nédo se limita aos ganglios da base, afetando também outras areas de cérebro.

Os dados recentes, mostrando um aumento alarmante na incidéncia da DP no
Brasil (36 mil casos surgem por ano no pais), estimulam a procura de novas terapias, nao
somente que reduzam a perda dopamineérgica, e 0s conseqientes distdrbios motores, como
também que vise diminuir as complicacdes associadas como a deméncia e a depressao que
agravam as complicagdes associadas a doenca. Novas drogas estdo sendo testadas, e
compostos com atividade antioxidante e anti-inflamatéria podem ser promissores no

tratamento adjuvante, na prevencdo e/ou na inibicdo da progressdo da DP.

Assim, como ja obtivemos resultados promissores usando o resveratrol no modelo
de parkinsionismo animal induzido por 6-OHDA, decidimos aprofundar estudo avaliando os
possiveis mecanismos de acdo envolvidos e também mostrar se o resveratrol reverte os danos

motores induzidos pela toxina.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho objetivou estudar o efeito neuroprotetor do resveratrol, em ratos com
lesdo estriatal produzida pela 6-hidroxidopamina (6-OHDA), num modelo experimental de
DP. Foram analisados 0s aspectos comportamentais, os efeitos motores, sintomas depressivos,
a memodria; bem como os possiveis mecanismos de acdo envolvidos nos processos

inflamatorios.

2.2 Objetivos Especificos

- Estudar, através de trés protocolos de tratamento (dois protetores e um reversivo), o
efeito protetor do resveratrol, usando o modelo de parkinsonismo em ratos, pela injecdo intra-
estriatal de 6-OHDA, avaliando os efeitos sobre a atividade motora, 0 comportamento

depressivo, perda olfatoria e a memoria;

- Estudar o efeito neuroprotetor do resveratrol, no modelo citado, avaliando a deplecéo de
monoaminas (HPLC), a degeneragdo neuronal (imunohistoquimica para Tirosina Hidroxilase
(TH) e Fluorojade C)

- Avaliar as alteracGes e na proteina transportadora de dopamina (DAT) e a expressao dos

receptores dopaminérgicos D1 e D2

- Avaliar o efeito neuroprotetor do resveratrol sobre a resposta inflamatéria produzida
pelo modelo de parkinsonismo, através da andlise da ativacdo glial (GFAP, CD11b), pela

imunorreatividade para COX-2 e GSK-3p, e pela expressdo de IL-1;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar albinos (Rattus novergicus), com massa corpdrea entre
180-240 gramas, provenientes do biotério central do Campus do Pici, da Universidade Federal
do Ceard (UFC) e transferidos para o biotério setorial do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia, Faculdade de Medicina, UFC. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas
apropriadas, forradas com raspas de madeira, com ciclo de claro/escuro de 12h/12h e

alimentados com ra¢do padrao e agua a vontade.

No que se refere aos cuidados com os animais, este estudo seguiu 0s principios éticos
da experimentacdo animal, estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle e
Experimentagdo Animal (CONCEA). O estudo foi submetido e aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara (UFC) sob o ndmero de
registro 95/2013 (Anexo A).

3.2 Drogas

As seguintes drogas foram utilizadas: 6-OHDA (Sigma Aldrich®, USA), Resveratrol
(Sigma Aldrich®, USA), Xilazina (Konig®, Argentina), Quetamina (Koénig®, Argentina),
Tiopental (Richmond®, Chile) e Apomorfina (Sigma Aldrich®, USA). Os demais reagentes

eram de grau analitico.

3.3 Anestesia

Os animais foram pesados e anestesiados com xilazina (10 mg/kg via intraperitoneal,
i.p.) e quetamina (50 mg/kg via intramuscular, i.m.). Foram considerados devidamente
sedados quando constatada a perda da reacdo aos estimulos mecénicos, desaparecimento dos
reflexos palpebrais e de endireitamento, retirada do membro apds estimulo doloroso

provocado por preensdo e ritmo respiratorio constante.
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3.4 Cirurgia Estereotaxica (UNGERSTEDT, 1968)

Os procedimentos de lesdo do corpo estriado foram realizados através de cirurgia
estereotéxica. Esse modelo de parkinsonismo com 6-OHDA foi proposto por Ungerstedt
(1968). Os animais do grupo falso-operado foram submetidos aos mesmos procedimentos
cirdrgicos, no entanto, nao receberam a neurotoxina 6-OHDA, foi somente introduzida a
agulha nas mesmas coordenadas estereotaxicas, seguido de infusdo de salina estéril com acido
ascorbico a 0,01% (veiculo para 6-OHDA).

Foi realizada uma incisdo de aproximadamente 2 cm de comprimento com um bisturi,
no alto do cranio, expondo-se as suturas 6sseas cranianas, com o objetivo de localizar o

bregma (Figura 5).

Figura 5 - Animal posicionado no aperelho estereotaxico com as suturas 0sseas expostas.

Fonte: Desenho de Jéssica Rabelo, 2016.

Trés coordenadas de acesso ao corpo estriado foram escolhidas de acordo com o atlas
de Paxinos e Watson (1984). O modelo experimental de lesdo do corpo estriado foi proposto
por Ungerstedt (1968). Foram realizadas perfuragcdes nos cranios dos animais com uma broca

de baixa rotacdo (Dremel®), permitindo entrada da seringa Hamilton® com a 6-OHDA
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diretamente no corpo estriado. As lesdes foram feitas unilateralmente, apenas no hemisfério
direito dos animais. Os animais receberam trés microinjec6es de 6-OHDA na dose de 6 pg/uL
em cada sitio, perfazendo um total de 18 pg/3uL. Os sitios onde a lesdo foi realizada
situavam-se nas coordenadas descritas na Tabela 1. Na figura 6 podemos visualizar o local
com as coordenadas utilizadas neste estudo, aonde ocorreu a injecdo da 6-OHDA nos trés
planos antero-posteriores, caracterizando uma lesdo difusa do complexo caudado-putamen
(CPu).

Apos as injecOes, os animais foram suturados com fio cirdrgico de algoddo (AP 0,4 -
15 x 45cm) e desinfectados com povidine. Inicialemte ficaram mantidos em caixas isoladas a
aquecidas até acabar o efeito da anestesia e posteriormente foram acondicioandos nas gaiolas

com no maximo 3 (trés) animais em estantes ventiladas.

Tabela 1 - Sitios das lesoes estriatais unilaterais com a 6-OHDA.

Coordenadas estriatais 18 2° 3

Antero-posterior (A-P) +05 -05 -09
Medio-lateral (M-L) -25 -30 -37
Dorso-ventral (D-V) +50 +60 +65

Fonte: PAXINOS; WATSON, 1986.

Figura 6 — Figura esquematica representativa das 3 coordenadas estereotaxicas para injecdo
intracraniana de 6-OHDA no corpo estriado.
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De acordo com a tabela 1 o ponto vermelho indica, de acordo com a tabela 1. Os tracejados indicam as
coordenadas médio-lateral e dorso-ventral. Coordenadas antero-posteriores aproximadas, de acordo com as
ldminas disponiveis no atlas (PAXINOS; WATSON, 1986).
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3.5 Protocolos Experimentais

Os animais foram submetidos a lesdo nigroestriatal com injecdo estereotaxica de 6-
OHDA, e tratados com o resveratrol na dose 50 mg/kg. O resveratrol foi dissolvido salina
com 1% dimetilsulfoxido (DMSO) e administrada por via oral (v.0.). Essa foi a dose
escolhida como a mais eficiente apds trabalho realizado no mestrado, onde utilizamos o
mesmo modelo da 6-OHDA em ratos e testamos as doses de 5, 10 e 50 mg/kg de resveratrol
por gavagem, neste trabalho iniciamos o tratamento dos animais 24 (vinte e quatro) horas
apos a cirurgia até o 15° (décimo quinto) dia de tratamento quando foi iniciado os testes
comportamentais, e a eutanasia ocorreu no 18° (décimo oitavo) dia ap6s a cirurgia
(MENEZES, 2012).

O tratamento foi divido em 3 (trés) protocolos: no primeiro 0s animais iniciaram o
tratamento trés dias antes da cirurgia para a lesdo com 6-OHDA (Protocolo experimental | ou
Neuroprotetor), no segundo os animais foram tratados 1 (uma) hora antes da cirurgia
(Protocolo experimental Il ou Neuroprotetor) e, no terceiro 0os animais sO iniciaram 0
tratamento (sete) dias depois da cirurgia em ratos parkinsonianos, apés a realizacdo do teste
rotacional induzido por apomorfina, utilizamos um ponto de corte de 80 (oitenta) rotacdes
contralaterais a lesdo estriatal em 60 (sessenta) minutos e selecionamos 0s animais
parkinsonianos (Protocolo experimental 11l ou Reversivo); e continuaram o tratamento até o

ultimo dia de testes comportamentais (Figura 7).

Os animais ainda foram subdivididos em 4 (quatro) grupos dentro de cada protocolo

de tratamento, cada um com 16 (dezesseis) animais da seguinte forma (Tabelas 2, 3 e 4):



Tabela 2 — Protocolo experimental | (Neuroprotetor).

Grupo Tratamento

1 Salina 3 pL, intrastriatal + Veiculo v.o. durante 22 dias.

2 Salina 3 uL, intrastriatal + Resveratrol 50 mg/kg, v.o., 22 dias.

3 6-OHDA (18 ug/3 pL, intrastriatal) + Veiculo, v.o., 22 dias.

4 6-OHDA (18 ng/3 puL, intrastriatal) + Resveratrol 50 mg/kg, v.o., 22 dias.

Tabela 3 — Protocolo experimental 11 (Neuroprotetor).

Grupo Tratamento

1 Salina 3 pL, intrastriatal + Veiculo v.o. durante 19 dias.

2 Salina 3 uL, intrastriatal + Resveratrol 50 mg/kg, v.o., 19 dias.

3 6-OHDA (18 ug/3 uL, intrastriatal) + Veiculo, v.o., 19 dias.

4 6-OHDA (18 ng/3 puL, intrastriatal) + Resveratrol 50 mg/kg, v.o0., 19 dias

Tabela 4 — Protocolo experimental 111 (Reversivo).

Grupo Tratamento

1 Salina 3 pL, intrastriatal + Veiculo v.o. durante 12 dias.
2 Salina 3 uL, intrastriatal + Resveratrol 50 mg/kg, v.o0., 12 dias.
3 6-OHDA (18 ng/3 pL, intrastriatal) + Veiculo, v.o., 12 dias.

4 6-OHDA (18 ng/3 pL, intrastriatal) + Resveratrol 50 mg/kg, v.o., 12 dias

47
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Figura 7 — Desenho experimental dos trés protocolos experimentais.
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Apomorfina Testes de comportamento

Apos a realizacdo dos testes comportamentais, os animais foram subdivididos dentro
dos grupos e eutanasiados por decaptacdo e tiveram as areas cerebrais (estriado direito,
estriado esquerdo e mesencéefalo) dissecadas e estocadas a -70° C para a realizacdo da
dosagem de monoaminas e analises de western blot; ou foram perfundidos para realizacdo das

imunohistoquimicas e analises histopatoldgicas.

Os animais foram anestesiados com uma superdosagem de tiopental (100 mg/kg i.p.) e
perfundidos através de puncéao cardiaca com paraformaldeido a 4% em PBS (tampéo fosfato
0,1 M contendo salina 0,9%, pH 7,4). Os cérebros foram removidos, fixados em
paraformaldeido tamponado a 10% por 24 (vinte e quatro) horas e posteriormente preservados
em solugdo crioprotetora de sacarose a 30% em PBS a 4°C. Para realizagdo das
imunohistoquimicas os cérebros foram congelados e fatiados no criostato na expessura de 50

um.

3.6 Testes Comportamentais

Apos 14 (quatorze) dias da cirurgia, os animais foram divididos em dois grupos de 8

(oito) animais para a realizacdo dos testes comportamentais. Os animais do primeiro grupo
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foram submetidos ao teste da apomorfina, atividade locomotora (teste do campo aberto e
rotarod) e assimetria dos membros anteriores (teste do cilindro), comportamento depressivo
(teste do nado forcado) e memoria (teste da esquiva passiva e labirinto aquético sinalizado); e
funcdo olfativa (discriminacdo olfativa). Os animais do segundo grupo foram submetidos ao
teste do campo aberto, labirinto aquatico sinalizado e apomorfina (Figuras 8 e 9).

Os testes comportamentais foram realizados no Laboratério de Neurociéncias e
Comportamento (LNC), no horario de 9 (nove) as 16 (dezesseis) horas, para experimento
cego aos grupos e sempre pelos mesmo pesquisadores. Os animais foram submetidos a, no
méaximo, dois testes por dia, e o Ultimo teste realizado foi o teste rotacional induzido por

apomorfina.

Figura 8 - Desenho experimental —1° grupo.
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Os animais sofreram a leséo estriatal pela 6-OHDA no dia zero seguindo os protocolos de tratamentos I, 11 e I11.
Os animais que seguiram o protocolo 111 de tratamento realizaram o teste da apomorfina no 7° dia para selecionar
0s animais parkinsonianos. No 14° dia, os animais foram submetidos ao teste do campo aberto e ao treino do
rotarod. No 15° dia: testes do rotarod e discriminagdo olfatéria. No 16° dia: teste do nado forgado. No 17° dia:
teste do cilindro e esquiva passiva (memdria recente - MR). E no 18° dia: segunda parte do teste da esquiva
passiva (memoria tardia — MT) e ao teste de rotacional induzido por apomorfina, em seguida foram eutanasiados
por decaptagdo ou perfusdo.
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Figura 9 - Desenho experimental — 2° grupo.
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Os animais sofreram a lesdo estriatal pela 6-OHDA no dia zero seguindo os protocolos de tratamentos I, 11 e I1I.
Os animais que seguiram o protocolo 111 de tratamento realizaram o teste da apomorfina no 7° dia para selecionar
0s animais parkinsonianos. No 14° dia: teste do campo aberto. No 15° dia: primeiro dia do treino do labirinto
aquatico sinalizado. No 16° dia: segundo dia do treino do labirinto aquatico sinalizado. No 17° dia: terceiro dia
do teste do labirinto aquatico sinalizado. E no 18° dia: quarto dia do teste do labirinto aquético sinalizado e ao

teste de rotacional induzido por apomorfina, em seguida eutanasiados por decaptacdo ou perfuséo.

3.6.1 Avaliacdo do comportamento rotacional induzido por apomorfina (UNGERSTEDT,
1970)

A gravidade da deplecdo de dopamina foi avaliada pelo comportamento rotacional
induzido por apomorfina, conforme descrito por Ungerstedt e Arbuthnott (1970). Este é um
teste sensivel a lesdes estriatais com extensdes maiores que 80% (DEUMENS; BLOKLAND;
PRICKAERTS, 2002) (Figura 10).
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Figura 10 - Desenho esquematico de rato com perda parcial de neurénios dopaminérgicos

nigrostriatal apds um desafio com a apomorfina.
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O animal gira em diregdo ao site que apresenta o sinal sindptico mais fraco, devido a uma assimetria nos
hemisférios cerebrais, decorrente de uma up regulation dos receptores dopaminérgicos no lado lesionado
(adaptado de DA CUNHA et al., 2008).

Apos 18 dias da lesdo estriatal, foi administrada uma dose de 0,6 mg/kg de apomorfina
i.p. (dissolvidos em salina) em cada animal, estes foram observados por 60 minutos em bacias
plasticas (Figura 11). O comportamento rotacional foi observado e determinado através do
monitoramento das rota¢Ges induzidas pela apomorfina, onde foram contabilizadas o numero
de rotacGes na direcdo contraria a lesdo (lado contralateral) e o nimero de rotacGes na direcao

da leséo (ipsilaterais).

Figura 11 - Animal no teste rotacional induzido por apomorfina.

Fonte: Arquivo pessoal.
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3.7 Avaliagéo do comportamento motor

3.7.1 Teste do Campo Aberto (Open Field) (BROADHURST, 1957)

Neste teste foi possivel avaliar a atividade exploratoria do animal, foi usado o modelo
do Campo Aberto. O Campo aberto consiste de uma arena quadrada de acrilico preto (50 x50
cm), iluminada com luz vermelha (Figura 12). O piso da arena foi dividido em quatro
quadrados iguais. No teste, os animais foram colocados na arena e deixados para explorar o
ambiente por 5 (cinco) minutos, sendo registrado o nimero de quadrantes atravessados pelo
animal (crossings). Também foi avaliado o numero de vezes que o animal se levantou para
explorar o ambiente, mantendo-se suspenso apenas pelas patas traseiras, caracterizando o
comportamento exploratorio vertical (rearing) (Figura 14). Ap6s cada animal ser retirado a
arena foi limpa com uma solucdo de &lcool a 20% e secada com toalhas de papel, para evitar
que o cheiro de urina e fezes interferissem no teste, este procedimento foi feito apds cada teste

comportamental. O ambiente foi iluminado com luz vermelha.

Figura 12 - Arena do teste de campo aberto dividido em quatro quadrantes iguais.

Fonte: Arquivo pessoal.

3.7.2 Teste Rotarod (DUNHAM; MIYA, 1957; ALVES et al., 2011)

Neste teste foi avaliado a atividade motora demonstrando alteragfes de equilibrio e

coordenacdo dos animais. O teste do rotarod baseia-se na habilidade de roedores em manter o
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equilibrio e a caminhada em um cilindro em rotagdo. O aparelho utilizado no teste consiste de
uma barra circular estriada que girava em torno do seu préprio eixo, com diametro de 3 (trés)
cm, separados em quatro compartimentos com 5 (cinco) cm de largura e 20 (vinte) cm de
altura a partir de quatro pranchas de inclinacéo (Figura 13). Os animais foram submetidos ao
teste que conforme o0 modelo descrito inicialmente por Dunham e Miya (1957) e adaptado por
Alves e colaboradores (2011). Foi realizado um treino onde os animais foram colocados com
as quatro patas sobre uma barra de 3,5 cm de didmetro e com uma rotacao de 16 rotacdes por
minuto (rpm), durante 3 (trés) minutos. Apos 24 (vinte quatro) horas foi realizado o teste,
onde foi registrando, em segundos, o tempo de permanéncia na barra, em um periodo maximo

de 3 (trés) minutos.

Figura 13 — Aparelho do rotarod.

Fonte: Insight®

3.7.3 Teste do cilindro (Limb-use asymmetry test) (SCHALLER; WOODLEE; FLEMING,
2002)

Neste teste foi avaliada a assimetria dos membros anteriores, que foi determinada
durante o comportamento de rearing (o animal fica em pé sobre as patas posteriores —
exploracdo vertical). O animal foi colocado em um cilindro de acrilico (60 cm de altura e 18
cm de didmetro) e observado por 5 (cinco) minutos (Figura 14). Durante 0 comportamento
exploratdrio de rearing o contato com a parede do cilindro foi contado de acordo com o
membro anterior que tocava o cilindro, contralateral (membro afetado), ipsilateral (membro

ndo afetado) ou ambos (simultaneamente).
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Figura 14 - Animal durante o movimento de rearing no teste do cilindro.

Fonte: Arquivo pessoal.

3.8 Teste do Nado forcado (Forced Swim test) (PORSOLT et al., 1978)

Este modelo experimental foi utilizado para o estudo da atividade depressiva através
do chamado “desespero comportamental”. Neste teste, os roedores foram submetidos a um
periodo de nado forcado, uma situacdo inescapavel de estresse como o objetivo de identificar
nos animais o “desespero comportamental”, considerando aqui este comportamento
depressivo-simile. Os animais foram colocados em um cilindro de acrilico (60 cm de altura e
23 cm de diametro), contendo 25 cm de agua durante 6 (seis) minutos, com o primeiro minuto
de adaptacéo e registrado o tempo de imobilidade nos 5 (cinco) minutos posteriores (Figura
15). O tempo de imobilidade (apenas com pequenos movimentos que os impediam de
submergir) foi registrado em segundos.

Figura 15 - Animal durante o teste do nado forgado.

Fonte: Arquivo pessoal.
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3.9 Testes de Memoéria

3.9.1 Esquiva passiva (Passive avoidance test) (DeNOBLE et al., 1986)

No 17° (décimo sétimo) e 18° (décimo oitavo) dia apos a cirurgia foi realizado o teste
da esquiva passiva com o objetivo de avaliar a memoria aversiva recente (MR) e tardia (MT).
O aparelho consiste de uma caixa de acrilico (35 x 28 x 50 cm) com uma plataforma néo
eletrificada e um piso eletrificado (Insight® EP 104MR) (Figura 16). O teste foi realizado em

uma sala isolada e com luz vermelha.

O animal foi deixado para ambientacdo no aparelho durante um 1 (um) minuto, e
retirado. Apos 30 (trinta) segundos, o animal foi colocado novamente sobre a plataforma. A
tendéncia de o animal é explorar todos os lados do aparelho, ao descer da plataforma o mesmo
recebeu um choque de 1,0 (um) mA, com a duracdo de 1 (um) segundo, com o tempo de
laténcia para descer registrado, até um maximo de 300 (trezentos) segundos (treino). O animal
foi retirado e ap6s 15 (quinze) minutos, foi colocado novamente na plataforma sendo
registrada a laténcia da descida (memoria recente). A retencdo do aprendizado foi testada apos
24 (vinte e quatro) horas, quando os animais foram recolocados na plataforma e o tempo de
laténcia para a descida para o piso eletrificado foi registrado (os animais nesta fase ndo

levaram choque) (memdria tardia).

Figura 16 - Aparelho de esquiva passiva.

Fonte: Insight®.



56

3.9.2 Teste do labirinto aquatico com plataforma sinalizada (Cued Water Maze)
(PACKARD; McGAUGH, 1992; MIYOSHI et al., 2002)

O teste do labirinto aquatico sinalizado utilizado para a avaliacdo de memoria espacial
em animais parkinsonianos, consiste em realizar quatro dias de treinamento, com quatro
treinos consecutivos por dia, durante 0s quais 0s animais sao colocados na piscina (180 cm de
diametro e 60 cm de profundidade) de frente para a parede da piscina, permitindo que nadem
livremente para uma plataforma de escape, transparente, de acrilico (11 cm x 14 cm)
submersa 2 (dois) cm na agua turva. Presa no topo da plataforma e saliente a agua é colocada
uma bola de 7 (sete) cm de diametro (Figura 17). Além disso, nesta versdo a posicdo da
plataforma é modificada em cada treino do dia, variando de acordo com o quadrante. Se o
animal ndo encontrar a plataforma durante um periodo de 60 (sessenta) segundos este é
gentilmente guiado para a plataforma e permaneceu la por 20 (vinte) segundos e depois foi
removido da piscina por 30 (trinta) segundos antes de ser colocado na préxima posicao inicial
aleatoria. O tempo de laténcia para encontrar o local da plataforma foi registrado, em

segundos, em todos os treinos, nos quatro dias.

Figura 17 - Labirinto aquatico sinalizado e o animal sobre a plataforma.

Fonte: Arquivo pessoal.
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3.10 Teste da discriminacéo olfativa (SOFFIE; LAMBERTY, 1988; PREDIGER et al.,
2005 a, b)

A discriminacdo olfativa dos animais foi avaliada através do teste de discriminagao
olfativa, originalmente descrito por Soffié e Lamberty (1988) e, posteriormente, modificado
por Pregiger e coloboradores (20053, b). O teste avalia a capacidade do animal de diferenciar
0s odores.

A caixa da discriminacdo olfativa consiste em duas gaiolas semelhantes as que os
animais habitam (40 x 30 x 20), separados por uma porta aberta que permite o acesso dos
animais para os dois compartimentos (Figura 18).

Para a realizacdo do teste os animais foram mantidos em suas gaiolas por uma semana
sem trocar a maravalha para que haja uma padronizagdo da impregnacdo do odor, apés este
periodo as maravalhas sujas foram retiradas e colocadas em um dos lados do aparelho
(compartimento familiar) e no outro lado foi colocada maravalha limpa e inodora
(compartimento nao-familiar).

Os animais foram colocados na posicao central das duas gaiolas de forma que possam
escolher entre um compartimento contendo a maravalha retirada da gaiola previamente
ocupada por ele (odor familiar) e outro contendo maravalha nova (odor desconhecido). O
tempo que o animal gastou explorando cada um dos compartimentos foi registrado em
segundos, durante um periodo de 5 (cinco) minutos. Geralmente ratos adultos saudaveis sdo
capazes de discriminar entre os dois ambientes, e apresentam preferéncia pelo compartimento
familiar, impregnado com o seu préprio odor em relacdo ao local com odor neutro (CARR et
al., 1976; PREDIGER et al., 2005 a,b).
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Figura 18 — Animal na caixa da discriminag&o olfativa.

Fonte: Arquivo pessoal.

3.11 Dosagem de monoaminas

Para a deteccdo dos niveis de catecolaminas foi utilizado o equipamento de HPLC
(cromatografia liquida de alto desempenho) por deteccdo eletroquimica, como descrito
previamente por Aguiar e colaboradores (2006).

Os tecidos foram homogeneizados a 10% em &cido perclérico (HCLO,) por 30 (trinta)
segundos, sendo em seguida centrifugados na temperatura de 4°C por 15 (quinze) minutos a
15000 rpm. O sobrenadante foi separado e filtrado através de uma membrana de 0,2 pm
(Millipore®). Uma aliquota de 20yl foi injetada no equipamento de HPLC, sendo utilizada
uma coluna CLC-ODS (M) com comprimento de 25 cm, calibre 4,6 cm e didmetro da
particula de 3 um (Waters®, Estados Unidos da América). A fase mével utilizada é composta
por tampdo acido critico 0,163 M, pH 3,0 contendo acido octanosulfénico sodico 0,69 M
(SOS) como reagente formador do par i0nico, acetonitrila 4% v/v e tetrahidrofurano 1,7%v/v.

A dopamina (DA) e o seu metabdlito acido diidroxifenilacético (DOPAC), a
serotonina (5-HT) e a noradrenalina (NE) foram eletroquimicamente detectados usando um
detector eletroquimico 2465 (Waters®, Modelo Alliance, Estados Unidos da América) pela
oxidagdo em um eletrodo de carbono vitreo fixado em 0,85V relativo a um eletrodo de
referéncia de Ag-AgCl. As concentragdes das amostras foram calculadas a partir da area dos

picos dos padrdes utilizados, e os resultados expressos em ng/mg de tecido.
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3.12 Andlise Imunohistopatoldgica

Os animais foram anestesiados com tiopental sodico (100 mg/kg i.p.) e
perfundidos atraves de puncéo cardiaca pelo ventriculo esquerdo com salina gelada, seguido
de paraformaldeido a 4% em PBS (tampdo fosfato 0,1 M contendo salina 0,9%, pH 7,4). Os
cérebros foram removidos, fixados em paraformolaldeido tamponado a 10% por 24 (vinte e
quatro) horas e posteriormente preservados em solugdo crioprotetora de sacarose a 30% em
PBS a 4°C. Para realizacdo das imunohistoquimicas os cérebros foram congelados e
cortados no criostato (Leica® CM3050 S, Alemanha) na expessura de 50 (cinquenta) um, e
armazenados free-floating em placas de 24 (vinte e quatro) pogos com azida a 0,01% em

PBS a 4°C até o dia da analise.

3.12.1 Imunohistoquimica para TH, DAT, COX-2 e GSK-3p

Para a realizagdo da imunohistoquimica visivel TH, DAT, COX-2 e GSK-3p as fatias
foram lavadas trés vezes com tampao fosfato (PBS, pH 7.4) por 5 (cinco) minutos, a
peroxidase endogena foi bloqueada com peroxido de hidrogénio 0,3% (H,O;) durante 10
(dez) minutos e depois as fatias foram lavadas mais 2 (duas) vezes por 5 (cinco) minutos em
PBS. As fatias foram incubadas com os anticorpos primarios anti-TH (mouse, 1:800,
Sigma®), anti-DAT (goat, 1:500, Santa Cruz®), anti-GSK-3f (goat, 1:500, Sigma®) e anti-
COX-2 (goat, 1:200, Santa Cruz), para a COX-2 foi realizada a etapa de recuperacao
antigénica utilizando o banho maria a 95°C por 30 (trinta) minutos, em albumina bovina 5%
(BSA) durante a noite a 4°C. No outro dia, as fatias foram entéo lavadas 3 vezes por 10 (dez)
minutos em PBS, sendo em seguida incubadas com os anticorpos secundarios biotinilado
diluido na solucdo de bloqueio goat anti-mouse 1gG (1:200; Vector labs®), dunkey anti-goat
(1:300, Vector Labs®), respectivamente para TH, DAT, GSK-3p ¢ COX-2, por 2 (duas)
horas e temperatura ambiente (TA), e enxaguados novamente trés vezes com PBS. O método
ABC (Vector Labs®) foi utilizado por 40 (quarenta) minutos a TA para a amplificacdo do
sinal, sendo a marcagéo revelada com 3,3’-diaminobenzidina (DAB Peroxidase Substrate Kit;
Vector labs®). A reacdo foi interrompida, lavando-se as fatias em PBS antes de realizar a
montagem em laminas gelatinizadas. Apds secagem, as fatias foram desidratadas em
gradiente de etanol (50, 70 e 100%) e clarificadas com xileno, sendo finalmente cobertas com



60

laminulas utilizando-se 0 meio de montagem a base de xilol (Entelan®) e posteriormente

examinadas.

Os cortes foram visualizados no microscépio Zeiss® Imager Z2 e a imunorreatividade
para TH, DAT, GSK-3B e COX-2 mensuradas pela analise semi-quantitativa da densidade
Optica utilizando-se o software Image J®. Foi feita uma média para os valores obtidos para o

grupo controle (FO) e todos os outros foram calculados como percentagem desse valor.

3.12.2 Imunofluorescéncia para GFAP e CD11-b

Para a realizagdo da imunofluorescéncia para GFAP e CD11-b as fatias foram
lavadas trés vezes com tampéo fosfato (PBS, pH 7.4) por 5 (cinco) minutos. Em seguida
foram bloqueadas com PBS contendo 5 % de soro de cavalo durante 45 (quarenta e cinco)
minutos. Depois se realizou a incubagéo de dupla marcacdo por 48 (quarenta e oito) horas a
4°C com anticorpo anti-GFAP (rabbit, 1:1000, Dako Cytomation®) em combinagdo com
anti-CD11b (mouse, 1:200, Serotec®) diluidos em PBS com 0,25% de Triton-X100 e 5% de
soro de cavalo. Apos o periodo de incubacéo as fatias foram entdo lavadas 3 (trés) vezes por
10 (dez) minutos em PBS com 0,25% de Triton-X100 e subsequentemente incubadas por 2
(duas) horas a TA com o0s anticorpos secundarios donkey anti-mouse IgG conjugado com
Alexa Fluor 594 (Life Tech®) e donkey anti-rabbit 1gG conjugado com Alexa Fluor 488
(Life Tech®), diluidos 1:500 em PBS com 0,25% de Triton-X100 e 5% de soro de cavalo.
Apos lavar 3 (trés) vezes em PBS por 10 (dez) minutos cada, os nucleos foram corados com
DAPI (2ug/mL, Molecular Probes®) por 10 (dez) minutos e, posteriormente as fatias foram
montadas em laminas gelatinizadas com o meio de montagem fluorescente Dako (Dako®,
USA). Os cortes foram visualizados em microscopio confocal (Laser scanning, LSM 510
META, Zeiss®).

A imunorreatividade para GFAP e CD11b foram quantificadas em fatias (50um de
espessura ¢ espagamento de 300um) representativas do estriado e mesencéfalo. A média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) utilizada para mensurar a imunorreatividade foi calculada

através do programa Image J®, sendo representados como média do controle + EPM.
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3.12.3 Coloracgéo por Fluorojade C

Foi utilizada a técnica de marcacao fluorescente com Fluoro Jade C, o qual liga-se
especificamente a neurdnios em processo de degeneracdo (SCHMUED et al., 2005). Os cortes
cerebrais incialmente foram hidratados em agua destilada. Depois, colocados em solucdo de
permanganato de potéssio 0,06% por 6 (seis) minutos. Em seguida, foram entdo lavados em
banho de &gua destilada durante 1 (um) minuto. Posteriormente, foram incubados em solugéo
de Fluoro Jade C 0,001%, em é&cido acético 0,1%, por 15 (quinze) minutos. ApoOs esse
periodo, os cortes foram lavados 3 (trés) vezes com agua destilada por 3 (trés) minutos e,
posteriormente as fatias foram montadas em laminas gelatinizadas com o meio de montagem
fluorescente Dako (Dako®, USA). Os cortes foram visualizados em microscopio confocal
(Laser scanning, LSM 510 META, Zeiss®). A quantificacdo da intensidade de fluorescéncia
utilizada para mensurar a imunorreatividade foi calculada através do programa Image J®,

sendo representados como média do controle £ EPM.

3.13 Western blot

As amostras de tecido do corpo estriado e mesencéfalo foram homogeneizadas
separadamente por homogeneizador elétrico com 1 mL de tamp&o RIPA (Tris-HCI 20 mM,
NaCl 150 mM, NP-40 1%, EDTA 1 mM, EGTA 1 Mm, Triton X-1001%, PMSF 1 mM,
Inibidor de protease 0,1%). As amostras homogeneizadas foram centrifugadas a 13.000 g
durante 15 (quinze) minutos a 4°C. A quantidade de proteina total presente na amostra foi
determinada usando o sobrenadante atraves do método de Lowry, e a albumina sérica bovina

utilizada como padréo.

As amostras foram desnaturadas por adi¢cdo de um tampdo contendo — Tris 125 mM,
glicerol 20%, DTT 100 mM, SDS4%, e de Azul de Bromofenol 0,02% - seguida de
aquecimento a 90°C durante 5 (cinco) minutos. Quantidades iguais de proteinas totais (65 ug
por linha) seréo aplicadas em cada poco de gel de poliacrilamida-SDS 12,5%, utilizando-se
o0 sistema Mini Protean3Cell (Bio-Rad®, EUA). Adicionou-se tampéo de corrida (Tris 25
mM; Glicina 192 mM e SDS0,1%) e em seguida iniciou-se a corrida em condi¢Ges
constantes de voltagem e de miliamperagem por 2 (duas) horas. Ap0Gs a separacao protéica

se deu o inicio da transferéncia (overnight, 100 V, 395 mA) para a membrana PVDF (Bio-
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Rad®), previamente ativada por imersdo em metanol durante 5 (cinco) segundos, seguida de
um a imersdo de 5 (cinco) minutos em agua, e finalmente em tampéao de eletrotransferéncia
(Tris 25 mM; Glicina 192 mM e Metanol 20 %) por 5 (cinco) minutos.

Apos a transferéncia as membranas foram blogueadas com leite desnatado a 5% em
TBS-T por uma hora, sob agitacdo em TA. Em seguida as membranas foram incubadas em
TBS-T overnight contendo os seguintes anticorpos primarios: D1 (rabbit, 1:500, ABCAM®)
e D2 (rabbit, 1:800, ABCAM®) e IL-1 (rabbit, 1:500, Santa Cruz®).

A seguir, as membranas foram lavadas com TBS-T (3 lavagens) e incubadas com
anticorpos secundarios marcados com peroxidase: anti-lgG de camundongo (1:2000;
Millipore®) e anti-lgG de cabra (1:2000; Sigma-Aldrich®) por 1 (uma) hora. Apés a
incubacdo de uma hora a membrana foi novamente lavada com TBS-T (3 lavagens) e foram
entdo incubadas com ECL (Enhanced Chemi-Luminescent substrate, Bio-Rad®, EUA) de
acordo com especificacGes do fabricante. A detecgdo foi realizada utilizando o aparelho
fotodocumentador Quemi-Doc (Bio-Rad®) e analisadas pelo software Image Lab (Bio-
Rad®). O valor final de intensidade relativa serd4 expresso em porcentagem em relagdo ao

grupo FO de todos os experimentos realizados.

3.14 Andlises estatisticas

Foram realizados testes de analise de variancia (ANOVA), para comparagdo entre
médias, seguido do teste de Tukey ou do teste de Bonferroni. Para a analise dos testes
comportamentais da apomorfina, cilindro, labirinto aquatico sinalizado e discriminacédo
olfativa. Para o teste labirinto aquatico sinalizado também foram realizados o teste ANOVA
de medidas repetidas e para comparacGes dentro dos grupos,o teste de Bonferroni. Os

resultados foram expressos como média + erro padréo da média (EPM).

Também foi realizado testes de analise de variancia (ANOVA), para comparacao entre
médias, seguido do teste de Tukey ou do teste de Bonferroni para avaliacdo da
imunorreatividade para TH, DAT, COX-2, GFAP, CD11-b, flourojade C e GSK-3p, e anélise

das concentracBes das monoaminas. Os resultados foram expressos como media + EPM.
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A avaliacdo dos outros testes comportamentais: nado forcado, esquiva passiva e
rotarod utilizamos o teste de Kruskal-Wallis e, fizemos a comparacdo entre 0S grupos
utilizado o teste de Mann-Whitney. Estes resultados foram expressos como mediana

(percentil: 10-90).

A anélise das bandas de western blot (D1, D2 e IL-1p) foi realizada através do teste de
ANOVA, seguido do teste de Tukey e 0s valores expressos como média = EPM. O critério de
significancia utilizado em todo o estudo foi de p < 0,05. O programa computacional de

estatistica utilizado foi 0 GraphPad Prism® 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito do resveratrol no comportamento rotacional induzido por apomorfina em

ratos parkinsonianos

A gravidade da deplecdo de dopamina foi avaliada através do comportamento
rotacional no teste da apomorfina, onde observamos um aumento no nimero de rotacdes
significativo do grupo 6-OHDA, no sentido contralateral, em relacdo ao grupo FO nos trés
protocolos de tratamento preventivos e de reversdo (Protocolo I - nimero de rotagbes: FO:
4,90 + 2,56; 6-OHDA: 180,90 + 35,38; Protocolo Il - nimero de rota¢des: FO: 5,08 + 2,21; 6-
OHDA: 190,40 + 28,01; e Protocolo Il - nimero de rotagdes: FO: 3,00 + 1,92; 6-OHDA:
216,80 + 35,19) (Figuras 19, 20 e 21).

Nos grupos tratados com resveratrol houve reducdo significativa no numero de
rotacGes contralaterais na dose de 50 mg/kg em relacéo ao grupo 6-OHDA nos protocolos de
tratamento preventivos (Protocolo | - nimero de rotagfes: 6-OHDA + Res50: 66,60 + 22,77
Protocolo Il - nimero de rotagdes: 6-OHDA + Res50: 76,67 + 34,45), significando que o

resveratrol apresentou uma neuroprotecao nos protocolos preventivos (Figuras 19 e 20).

N&o houve diferenca significativa no numero de rotacGes contralaterais nos animais
que seguiram o protocolo de reversao (Protocolo Il - nimero de rotagdes: 6-OHDA + Res50:
193,80 £ 24,00) (Figura 21), significando que o resveratrol ndo conseguiu reverter o dano

neuronal produzido pela toxina.
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Figura 19 - Avaliacdo do comportamento rotacional induzido por apomorfina (0,6 mg/kg) em

ratos parkinsonianos tratados com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 22 dias (Protocolo I).
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 12 animais/grupo, a vs FO contralateral,
p < 0,0001 e b vs 6-OHDA contralateral, p < 0,0001. ANOVA de uma via e teste de Tukey. Os valores

representam a média + EPM.

Figura 20 - Avaliagcdo do comportamento rotacional induzido por apomorfina (0,6 mg/kg) em

ratos parkinsonianos tratados com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias (Protocolo I1).
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 12 animais/grupo, a vs FO contralateral,
p < 0,0001 e b vs 6-OHDA contralateral, p < 0,01. ANOVA de uma via e teste de Tukey. Os valores representam

a média + EPM.
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Figura 21 - Avaliacdo do comportamento rotacional induzido por apomorfina (0,6 mg/kg) em

ratos parkinsonianos tratados com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 12 dias (Protocolo IlI).
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 12 animais/grupo, a vs FO contralateral,

p < 0,0001. ANOVA de uma via e teste de Tukey. Os valores representam a média + EPM.
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4.2 Efeito do resveratrol sobre a atividade locomotora (Teste do Campo aberto) em ratos

parkinsonianos

Os resultados obtidos no teste de campo aberto mostraram ndo haver diferencas
estatisticas significativas entre o grupo falso operado e o grupo operado na atividade
locomotora em nenhum dos trés protocolos de tratamento (Protocolo I - crossing: FO: 18,63 +
1,58; 6-OHDA: 16,25 £ 0,82; Protocolo Il - crossing: FO: 17,50 £ 1,52; 6-OHDA: 14,80 +
1,22; Protocolo Il - crossing: FO: 17,50 + 2,34; 6-OHDA: 15,50 + 1,03) e exploratéria
(Protocolo I - rearing: FO: 3,62 = 0,50; 6-OHDA: 2,50 + 0,46; Protocolo Il - rearing: FO:
3,50 £ 0,43; 6-OHDA: 2,20 = 0,42; Protocolo 11 - rearing: FO: 2,87 £ 0,29; 6-OHDA: 4,00 +
1,31) (Figuras 22, 23 e 24).

Né&o foi verificada diferenca estatistica nos animais tratados com resveratrol, nas doses
50 mg/kg em nenhum dos trés protocolos (Protocolo I — crossing: 6-OHDA + Res50: 17,88 +
1,17 e rearing: 6-OHDA + Res50: 4,62 + 0,75; Protocolo Il — crossing: 6-OHDA + Res50:
15,42 + 1,69 e rearing: 6-OHDA + Res50: 2,50 + 1,31; Protocolo Il — crossing: 6-OHDA +
Res50: 14,62 + 1,55 e rearing: 6-OHDA + Res50: 3,77 + 0,76 (Figuras 22, 23 e 24).

Figura 22 - Avaliagdo da atividade locomotora em ratos parkinsonianos tratados com

resveratrol 50 mg/kg v.o. por 22 dias (Protocolo I).
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3pL) n = 12 animais/grupo. Os valores

representam a média + EPM.
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Figura 23 - Avaliagdo da atividade locomotora em ratos parkinsonianos tratados com

resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias (Protocolo II).
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 12 animais/grupo. Os valores

representam a média + EPM.

Figura 24 - Avaliacdo da atividade locomotora em ratos parkinsonianos tratados com

resveratrol 50 mg/kg v.o. por 12 dias (Protocolo I11).
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 12 animais/grupo. Os valores

representam a média + EPM.
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4.3 Efeito do resveratrol sobre a assimetria dos membros anteriores (Teste do Cilindro)

em ratos parkinsonianos

No teste do cilindro foi observada uma assimetria dos membros anteriores nos animais
parkinsonianos (6-OHDA) em relacdo ao grupo falso operado (FO), o que demonstra um
comprometimento motor unilateral no grupo que sofreu a lesdo com a 6-OHDA nos trés

protocolos de tratamento.

Observou-se diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo parkinsoniano.
Os animais que seguiram o protocolo | de tratamento de protecdo apresentaram maior nimero
de toques ipsilaterais e menor nimero de toques contralaterais em comparagdo ao grupo FO,
enquanto que todos 0s animais que seguiram os trés protocolos de tratamento apresentaram

um menor nimero de toques com ambas as patas dianteiras (Figuras 25, 26 e 27).

Os animais parkinsonianos que seguiram o protocolo | de tratamento apresentam um
aumento significativo no nimero de toques ipsilateral (n° de toques ipsilateral: FO: 5,50 +
1,15; 6-OHDA: 12,33 + 1,52), uma diminuigdo significativa nos toques contralaterais e com
ambas as patas (n° de toques contralateral: FO: 4,57 + 1,69; 6-OHDA: 1,00 + 0,63 e n° de
toques com ambas as patas: FO: 13,75 £ 0,94; 6-OHDA: 3,00 £ 0,36). E o resveratrol foi
capaz de aumentar significativamente o numero de toques com amabas as patas (Protocolo | —
n° de toques com ambas as patas: 6-OHDA + Res50: 9,40 + 3,59) (Figura 25).

Os animais parkinsonianos que seguiram o protocolo Il de tratamento apresentam uma
diminuicdo significativa no nimero de toques com as duas patas (n° de toques ipsilateral: FO:
5,50 £ 1,76; 6-OHDA: 6,25 * 1,93; n° de toques contralateral: FO: 3,66 = 2,67; 6-OHDA:
0,75 £ 0,75 e n° de toques com ambas as patas: FO: 8,75 + 1,43; 6-OHDA: 3,00 £ 0,01). Este
efeito foi revertido significativamente pelo resveratrol (Protocolo Il - n® de toques com ambas
as patas: 6-OHDA + Res50: 10,33 + 3,93) (Figura 26).

E, finalmente os animais parkinsonianos que seguiram o protocolo de tratamento de
reversao apresentam uma diminuicdo significativa no nimero de toques com as duas patas
(Protocolo 111 - n° de toques ipsilateral: FO: 6,67 = 0,88; 6-OHDA: 10,33 + 0,88; n° de toques
contralateral: FO: 4,66 + 0,88; 6-OHDA: 2,00 £ 1,00 e n° de toques com ambas as patas: FO:
12,67 £ 0,88; 6-OHDA: 2,33 + 0,67). O resveratrol ndo foi capaz de proteger os animais sobre

a assimetria dos membros anteriores quando seguiu um protocolo de tratamento reversivo (n°



70

de toques ipsilateral: 6-OHDA + Res50: 9,25 £ 0,62; n° de toques ipsilateral contralateral: 6-
OHDA + Res50: 3,25 + 0,25 e n° de toques ipsilateral com ambas as patas: 6-OHDA + Res50:

4,25 + 1,25). (Figura 27).

Figura 25 - Avaliacdo da simetria dos membros anteriores em ratos parkinsonianos tratados

com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 22 dias (Protocolo I).
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3pL) n = 8 animais/grupo, a vs FO (ipsilateral) p <
0,01; b vs FO (contralateral), p < 0,05; ¢ vs FO (ambas), p < 0,01; d vs 6-OHDA (ambas), p < 0,05. ANOVA de

uma via e teste de Tukey. Os valores representam a média + EPM.
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Figura 26 - Avaliacdo da simetria dos membros anteriores em ratos parkinsonianos tratados

com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias (Protocolo II).
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3pL) n = 8 animais/grupo, a vs FO (ambas) p <
0,05; b vs 6-OHDA (ambas), p < 0,05. ANOVA de uma via e teste de Tukey. Os valores representam a média +
EPM.

Figura 27 - Avaliacdo da simetria dos membros anteriores em ratos parkinsonianos tratados

com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 12 dias (Protocolo I11).
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3pL) n = 8 animais/grupo, a vs FO (ambas) p <

0,01. ANOVA de uma via e teste de Tukey. Os valores representam a média + EPM.
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4.4 Efeito do resveratrol sobre o comportamento depressivo-simile (Teste do Nado

forcado) em ratos parkinsonianos

Os animais que sofreram lesdo por 6-OHDA apresentaram um aumento significativo
no tempo de imobilidade, quando comparados ao grupo falso operado nos trés protocolos de
tratamento (Protocolo | - FO: 11,67 + 1,36 s; 6-OHDA: 89,67 £ 7,26 s; Protocolo Il - FO:
13,22 + 2,81; 6-OHDA: 78,14 + 13,61; e Protocolo Il - FO: 13,50 + 4,50; 6-OHDA: 88,30 +
12,81), significando que os animais parkinsonianos estavam com um comportamento

depressivo-simile (Figuras 28, 29 e 30).

O tratamento com resveratrol na dose 50 mg/kg protegeu significativamente o0s
animais que seguiram os protocolos de protecdo, diminuindo o tempo de imobilidade em
relacdo ao grupo 6-OHDA (Protocolo | - 6-OHDA + Res50: 13,67 + 4,59 s; Protocolo Il - 6-
OHDA + Res50: 23,09 + 6,55 s), significando que o resveratrol foi capaz de diminuir o

comportamento depressivo-simile dos animais parkinsonianos (Figuras 28 e 29).

N&o houve diferenca significativa no tempo de imobilidade nos animais que seguiram
o protocolo de reverséo (Protocolo I11: 6-OHDA + Res50: 66,67 + 15,20 s) (Figura 30).
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Figura 28 - Avaliacdo do comportamento depressivo-simile em ratos parkinsonianos tratados

com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 22 dias (Protocolo I).
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 8 animais/grupo, a vs FO, p < 0,001 e b
vs 6-OHDA, p < 0,001. Testes de Kruskall-Wallis e Mann-Whitney. Os valores representam a mediana

(percentil: 10-90).

Figura 29 - Avaliagdo do comportamento depressivo-simile em ratos parkinsonianos tratados

com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias (Protocolo II).
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3pL) n = 8 animais/grupo, a vs FO p < 0,001e b vs
6-OHDA, p < 0,01. Testes de Kruskall-Wallis e Mann-Whitney. Os valores representam a mediana (percentil:

10-90).
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Figura 30 - Avaliacdo do comportamento depressivo-simile em ratos parkinsonianos tratados
com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 12 dias (Protocolo I11).
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 8 animais/grupo, a vs FO, p < 0,001.

Testes de Kruskall-Wallis e Mann-Whitney. Os valores representam a mediana (percentil: 10-90).
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4.5 Efeito do resveratrol sobre a de memoria aversiva (Teste Esquiva Passiva) em ratos

parkinsonianos

A avaliacdo da memoria aversiva foi realizada através do teste da esquiva passiva,
onde observamos um déficit na memoria recente e memoria tardia no grupo 6-OHDA em
relacdo ao grupo FO em todos os protocolos de tratamento protetores e reversivo (Protocolo |
- Memoria recente: FO: 249,70 + 18,44 s; 6-OHDA: 27,50 + 7,27 s; Memoria tardia: FO:
256,70 £ 22,15 s; 6-OHDA: 54,67 + 20,19 s; Protocolo Il - Memoria recente: FO: 259,90 *
40,14 s; 6-OHDA: 64,33 £ 22,46 s; Memodria tardia: FO: 230,80 + 45,37 s; 6-OHDA: 50,33 +
27,08 s; Protocolo Il - Memoria recente: FO: 260,40 + 33,66 s; 6-OHDA: 38,80 + 7,93 s;
Memoria tardia: FO: 258,70 + 36,38 s; 6-OHDA: 38,17 + 17,51 s) (Figuras 31, 32 e 33).

O tratamento com o resveratrol na dose de 50 mg/kg foi capaz de proteger dos déficits
observados tanto na memoria recente como na memdria tardia nos animais que seguiram 0s
protocolos de protecdo (Protocolo | - Memoria recente: 6-OHDA + Res50: 202,90 + 43,57 s;
Memodria tardia: 6-OHDA + Res50: 213,00 + 48,95 s; Protocolo Il - Memoria recente: 6-
OHDA + Res50: 255,00 + 45,00 s; Memoria tardia: 6-OHDA + Res50: 246,40 + 53,60 s),

guando comparado ao grupo dos animais parkinsonianos (Figuras 31 e 32).

N&o houve diferenca significativa nos défcits de memdria recente nem na memoria
tardia nos animais que seguiram o o protocolo de reversdo (Protocolo I11- Memoria recente: 6-
OHDA + Res50: 73,60 + 56,97 s; Memodria tardia: 6-OHDA + Res50: 32,17 + 10,72 s)
(Figura 33).
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Figura 31 - Avaliacdo da memoria aversiva em ratos parkinsonianos tratados com resveratrol

50 mg/kg v.o. por 22 dias (Protocolo I).
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Os animais sofreram leséo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 8 animais/grupo, a vs FO (memdria
recente), p < 0,01; b vs FO (memdria tardia), p < 0,01; ¢ vs 6-OHDA (memoria recente), p < 0,01 e d vs 6-
OHDA (memoria tardia), p < 0,001. Testes de Kruskall-Wallis e Mann-Whitney. Os valores representam a
média = EPM.
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Figura 32 - Avaliacdo da memoria aversiva em ratos parkinsonianos tratados com resveratrol

50 mg/kg v.o. por 19 dias (Protocolo II).
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Os animais sofreram leséo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 8 animais/grupo, a vs FO (memobria
recente), p < 0,05; b vs FO (memodria tardia), p < 0,05; ¢ vs 6-OHDA (memoria recente), p < 0,001e d vs 6-
OHDA (memoria tardia), p < 0,05. Testes de Kruskall-Wallis e Mann-Whitney. Os valores representam a média

+ EPM.
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Figura 33 - Avaliacdo da memoria aversiva em ratos parkinsonianos tratados com resveratrol
50 mg/kg v.o. por 12 dias (Protocolo IlI).
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL), a vs FO (memdria recente) ) n = 8

animais/grupo, p < 0,05; b vs FO (memdria tardia), p < 0,01. Testes de Kruskall-Wallis e Mann-Whitney. Os
valores representam a média + EPM.
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4.6 Efeito do resveratrol sobre a avaliacdo de memoria espacial (Labirinto aquatico

sinalizado) em ratos parkinsonianos

A avaliacdo da memoria espacial foi realizada através do teste do labirinto aquatico
sinalizado (Cued Water Maze), onde observamos um déficit significativo na memoria espacial
no grupo 6-OHDA em relagéo ao grupo FO nos dias 1, 2 e 3 de treino em todos os protocolos
de tratamento preventivos e de reversdao (Protocolo | - Dia 1: FO: 22,24 + 3,42 s; 6-OHDA.:
34,97 + 3,70 s; Dia 2: FO: 11,42 + 2,46 s; 6-OHDA: 24,42 + 4,03 s; Dia 3: FO: 11,83 + 1,60
s; 6-OHDA: 22,13 + 3,67 s; Dia 4: FO: 7,92 + 1,03 s; 6-OHDA: 21,38 + 4,39 s. Protocolo Il -
Dia 1: FO: 22,24 + 3,42 s; 6-OHDA: 34,97 + 3,70 s; Dia 2: FO: 11,42 + 2,46 s; 6-OHDA:
29,50 + 4,20 s; Dia 3: FO: 11,83 £ 1,60 s; 6-OHDA: 30,11 £ 3,91 s; Dia 4: FO: 7,92 £ 1,03 s;
6-OHDA: 26,89 + 4,57 s. Protocolo Il - Dia 1: FO: 22,19 + 2,03 s; 6-OHDA: 37,52 £ 3,10 s;
Dia 2: FO: 13,88 + 1,30 s; 6-OHDA: 23,36 + 2,22 s; Dia 3: FO: 10,00 + 1,93 s; 6-OHDA:
23,95 + 2,36 s; Dia 4: FO: 7,18 £ 0,60 s; 6-OHDA: 16,20 £ 1,94 s) (Figuras 34, 35 e 36)

O tratamento com o resveratrol na dose de 50 mg/kg foi capaz de proteger
significativamente dos déficits observados na memdria espacial nos animais que seguiram 0s
protocolos | (no dia 3) e Il (nos dias 3 e 4) de tratamento (Protocolo I - Dia 3: 6-OHDA +
Res50: 16,72 + 2,54 s; Protocolo Il - Dia 3: 6-OHDA + Res50: 14,31 + 1,92 s; Dia 4: 6-
OHDA + Res50: 9,77 £ 1,33 s). Quando comparamos dentro dos grupos observamos que
houve um aprendizado entre os dias 1 e 4 no grupo tratado com o resveratrol seguindoos
protocolos de protecdo, melhorando assim a memoria espacial nos animais parkinsonianos

tratados com o resveratrol (Figuras 34 e 35).

Né&o houve protecdo do resveratrol na memaria espacial nos animais que seguiram 0 0
protocolo de reversdo (Protocolo Ill - Dia 1. 6-OHDA + Res50: 40,84 + 3,73 s; Dia 2: 6-
OHDA + Res50: 22,59 + 3,33 s; Dia 3: 6-OHDA + Res50: 20,53 + 3,43 s; Dia 4: 6-OHDA +
Res50: 22,72 + 3,18 s) (Figura 36).
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Figura 34 - Avaliacdo da memoria espacial em ratos parkinsonianos tratados com resveratrol
50 mg/kg v.o. por 22 dias (Protocolo I).
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 8 animais/grupo, a vs FO, p (Dia 1) <
0,05, p (Dia 2) < 0,01, p (Dia 3) < 0,01; b vs 6-OHDA, p (Dia 3) < 0,05. Testes de Kruskall-Wallis e Mann-
Whitney. Os valores representam a média + EPM.

Figura 35 - Avaliacdo da memoria espacial em ratos parkinsonianos tratados com resveratrol
50 mg/kg v.o. por 19 dias (Protocolo I1).

601
-~ FO
50- - FO + Res50
40- -+ 6-OHDA
- 6-OHDA + Resb0

laténcia (s)
N w

o o

L L

=
T

o

Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4

Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3pL) n = 8 animais/grupo, a vs FO, p (Dia 1) <
0,05, p (Dia 2) < 0,01, p (Dia 3) < 0,01, p (Dia 4) < 0,05; b vs 6-OHDA, p (Dia 3) < 0,01, p (Dia 4) < 0,05.
Testes de Kruskall-Wallis e Mann-Whitney. Os valores representam a média + EPM.
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Figura 36 - Avaliacdo da memoria espacial em ratos parkinsonianos tratados com resveratrol
50 mg/kg v.o. por 12 dias (Protocolo I11).
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 8 animais/grupo, a vs FO, p (Dia 1) <

0,05, p (Dia 2) < 0,05, p (Dia 3) < 0,05. Testes de Kruskall-Wallis e Mann-Whitney. Os valores representam a
meédia + EPM.



82

4.7 Efeito do resveratrol sobre o equilibrio e a coordenacdo motora (Teste do Rotarod)

em ratos parkinsonianos

Apo0s os resultados até este momento apresentados foi decidido continuar somente
com o protocolo Il de tratamento avaliando o efeito neuroprotetor do resveratrol nos animais
parkinsonianos lesionados pela 6-OHDA, para evitar o0 uso de um nimero maior de aniamais
e 0 custo com as drogas utilizadas. Pois ficou comprovado que o protocolo de protegéo Il foi
0 que apresentou os melhores resultados e 0 que se gastava uma quantidade menor de
resveratrol para tratar os animais. Portanto, todos os resultados e analises de agora em diante

serdo somente do protocolo de tratamento neuroprotetor n° I1.

Os animais que sofreram lesdo por 6-OHDA apresentaram uma diminui¢do
significativo no tempo de laténcia sobre a barra do aparelho de rotarod com uma velocidade
de 16 rpm, quando comparados ao grupo falso operado (laténcia: FO: 128,70 £ 17,96 s; 6-
OHDA: 34,00 + 16,88 s) significando que os animais parkinsonianos apresentaram um

comprometimento no equilibrio e na coordenacdo motora (Figura 37).

O tratamento com resveratrol na dose 50 mg/kg ndo foi capaz de proteger os animais
que seguiram o protocolo Il de tratamento, ocorreu um aumento no tempo de laténcia de
queda desses animais, mas ndo foi estatisticamente significante em relacdo aos animais
parkinsonianos (laténcia: 6-OHDA + Res50: 91,22 + 24,16s ) (Figura 37).
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Figura 37 - Avaliacéo do equilibrio e da coordenagdo motora em ratos parkinsonianos tratados

com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias.
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 8 animais / grupo, a vs FO, p < 0,01.

Testes de Kruskall-Wallis e Mann-Whitney. Os valores representam a mediana (percentil: 10-90).
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4.8 Efeito do resveratrol sobre os prejuizos na discriminacdo olfativa (Teste da

discriminacao olfativa) em ratos parkinsonianos

O prejuizo na discriminacdo olfativa foi avaliado atraves do teste da discriminagédo
olfativa, onde observamos uma diminuig&o significativa do tempo no compartimento familiar
no grupo 6-OHDA em relacdo ao grupo FO (Compartimento familiar: FO: 196,10 = 12,27 s;
6-OHDA: 144,90 + 10,39 s) (Figura 38).

Observamos também que houve uma diferenca significativa no tempo de permanéncia
em cada ambiente entre os animais falso-operados (Compartimento familiar FO: 196,10 +
12,27 s e Comparimento ndo-familiar FO: 98,42 + 11,48 s), devido a capacidade de
discriminacdo olfativa que permaneceu preservada nestes animais. O mesmo ndo foi
observado entre os animais parkinsonianos, devido ao prejuizo olfativo provado pela lesdo
com a neurotoxina (Compartimento familiar 6-OHDA: 144,90 + 10,39 s e Comparimento
ndo-familiar 6-OHDA: 133,40 + 7,63 s) (Figura 38).

Os animais que foram tratados com resveratrol na dose de 50 mg/kg seguindo o
protocolo Il de tratamento foram capazes de discriminar entre os dois compartimentos,
permanecendo tempos significativamente  maiores no compartimento  familiar
(Compartimento familiar 6-OHDA + Res50: 188,00 + 7,98 s e Comparimento ndo-familiar 6-
OHDA + Res50: 108,00 + 8,89 s) (Figura 38).
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Figura 38 - Avaliacdo do prejuizo olfativo em ratos parkinsonianos tratados com resveratrol

50 mg/kg v.o. por 19 dias.
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Os animais sofreram leséo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 8 animais/grupo, a vs FO (compartimento
familiar), p < 0,01; b vs 6-OHDA (compartimento familiar), p < 0,05; ¢ vs FO (compartimento familiar), p <
0,0001; d vs 6-OHDA + Res50 (compartimento familiar), p < 0,001. ANOVA de uma via e teste de Tukey. Os

valores representam a média = EPM.
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4.9 Efeito do resveratrol sobre a determinacdo das concentractes de Dopamina (DA),
seu metabolito (DOPAC), Noradrenalina (NE) e Serotonina (5-HT) em tecidos cerebrais

de ratos parkinsonianos

A injecdo intraestriatal de 6-OHDA produziu uma diminuicdo significativa da
concentracdo de monoaminas no estriado leionado e no mesencéfalo quando comparados aos
animais controles (FO). Houve uma reducdo de aproximadamente 72,58% nos niveis de
dopamina no estriado lesionado e 63,70% no mesencéfalo dos animais que sofreram lesdo
estriatal. Também houve uma reducdo de aproximadamente 80,58% nos niveis de
noradrenalina (NE) no estriado lesionado e 76,37% no mesencéfalo, e uma reducdo de
aproximadamente 77,37% nos niveis de serotonina (5-HT) no estriado lesionado e 73,96% no

mesencéfalo dos animais que sofreram lesdo estriatal (Tabelas 5 e 6).

O resveratrol protegeu significativamente contra a deplecdo dopaminérgica
induzida pela 6-OHDA no estriado lesionado e no mesencéfalo. Ocorreu um aumento de
77,99% no estriado lesionado e de 74,51% no mesencéfalo. O tratamento com o resveratrol
também protegeu os animais parkinsonianos da deplecdo noradrenérgica, estes apresentaram
um aumento de 83,70% no estriado lesionado e de 75,62% no mesencefalo. A deplecdo
serotonimérgica foi protegida com um aumento de 65,61% no estriado lesionado e de 73,74%

no mesencéfalo. (Tabelas 5 e 6).
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Tabela 5 - Efeito do resveratrol na concentracdo de monoaminas no estriado lesionado de

ratos parkinsonianos.

Grupos NE DA DOPAC 5-HT
FO 226,70 +1520 147,70 +19,78 420,10 +6154 119,90 + 39,37
FO + Res50 367,80 £222,60 212,40+32,16 463,40 +120,90 92,38 + 20,69

6-OHDA 44,01 £9,77° 40,50 * 6,83 44510 +£51,94 27,13 +12,54°
6-OHDA + Res50 269,50 £53,50° 184,00 £31,52° 528,70 + 33,03 78,89 +£29,80"

O resveratrol foi administrado na dose 50 mg/kg, v.o por 19 dias (n = 6 animais/grupo). Os animais sofreram
leséo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3pL), a vs FO, p < 0,05 e b vs 6-OHDA, p < 0,05. Testes ANOVA e

teste de Tukey. Os valores representam a média + EPM em ng/mg de tecido.

Tabela 6 - Efeito do resveratrol na concentracdo de monoaminas no mesencéfalo de ratos

parkinsonianos.

Grupos NE DA DOPAC 5-HT

FO 261,61 +31,61 219,80+37,42  54550+29,60 232,30 +51,27
FO + Res50 239,70 +102,60 223,50 +24,08 596,30 £65,64 145,80 + 47,46
6-OHDA 61,82 +£43,12% 79,79 + 16,85° 518,40 +21,34 60,48 +22,71°

6-OHDA + Res50

253,60 +28,00°

313,50 +17,22°

598,50 + 37,88

230,30 + 45,53"

O resveratrol foi administrado na dose 50 mg/kg, v.o. por 19 dias (n = 6 animais/grupo). Os animais sofreram
lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3pL), a vs FO, p < 0,05 e b vs 6-OHDA, p < 0,05. Testes ANOVA e

teste de Tukey. Os valores representam a média £ EPM em ng/mg de tecido.
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4.10 Efeito do resveratrol sobre a imunorreatividade para a tirosina hidroxilase (TH) no

estriado lesionado e na substancia negra de ratos parkinsonianos

Nas figuras 39C e 40 podemos observar uma diminuicdo significativa da
imunoreatividade para a TH no estriado lesionado dos animais parkinsonianos quando
comparada ao grupo FO (controles) (% da média dos controles: 6-OHDA: 55,72 + 8,46%).

O tratamento com o resveratol na dose de 50 mg/kg aumentou significativamente a
imunorreatividade para a TH, quando comparada com o grupo parkinsoniano (% da média
dos controles: 6-OHDA + Res50: 94,19 * 4,99%), prevenindo a degeneracdo dos neurdnios
expostos a toxicidade da 6-OHDA (Figuras 39D e 40).

Na substancia negra podemos observar uma diminuicédo significativa da area marcada
pela TH nos animais parkinsonianos quando comparada ao grupo FO (% da média dos
controles: 6-OHDA: 77,32 £+ 4,47%) (Figuras 41C e 42) . O tratamento com o resveratol na
dose de 50 mg/kg ndo aumentou significativamente a imunorreatividade para a TH, quando
comparada com o grupo parkinsoniano (% da média dos controles: 6-OHDA + Res50: 93,97
+ 5,79%) (Figuras 41C e 42).
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Figura 39 - Efeito do resveratrol sobre a morte neuronal avaliada através de imunomarcagéo

para TH no estriado lesionado de ratos parkinsonianos.

Microfotografias (aumento de 10x) representativas da imunomarcacdo para TH em seccbes coronais do
estriado de ratos submetidos a lesdo estriatal com 6-OHDA (18ug/3uL). Coloragdo marrom representa células
imunorreativas a tirosina-hidroxilase no estriado. A: FO; B: FO + Res50; C: 6-OHDA e D: 6-OHDA + Res50.

Figura 40 - Imunomarcagéo para TH no estriado lesionado de ratos parkinsonianos tratados

com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias.
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 4 animais/grupo, a vs FO, p< 0,01 e b vs
6-OHDA, p < 0,05. ANOVA de uma via e teste de Bonferroni. Os valores representam a média + EPM.



90

Figura 41 - Efeito do resveratrol sobre a morte neuronal avaliada através de imunomarcagéo

para TH na substancia negra de ratos parkinsonianos.

Microfotografias (aumento de 10x) representativas da imunomarcacdo para TH em sec¢Bes coronais da
substancia negra ratos submetidos a lesdo estriatal com 6-OHDA (18ug/3pL). Coloragdo marrom representa
células imunorreativas a tirosina-hidroxilase no estriado. A: FO; B: FO + Res50; C: 6-OHDA e D: 6-OHDA +
Res50.

Figura 42 - Imunomarcagdo para TH na substancia negra de ratos parkinsonianos tratados

com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias.
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 4 animais/grupo, a vs FO, p < 0,01.
ANOVA de uma via e teste de Bonferroni. Os valores representam a média + EPM.
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4.11 Efeito do resveratrol sobre a imunorreatividade para transportador de dopamina

(DAT) no estriado lesionado e mesencéfalo de ratos parkinsonianos

As figuras 43B e 44 mostram que a 6-OHDA provocou uma reducao na quantidade de
transportadores de dopamina nos neurénios dopaminérgicos no estriado lesionado, quando
comparados ao grupo FO (controle) (% da média dos controles: 6-OHDA: 69,34 + 5,70%).

O tratamento com o resveratol na dose de 50 mg/kg segundo o protocolo Il aumentou
significativamente a imunorreatividade para DAT no estriado lesionado, quando comparada
com o grupo parkinsoniano (% da média dos controles: 6-OHDA + Res50: 119,40 + 12,32%),
prevenindo a degeneracdo dos neurbnios expostos a toxicidade da 6-OHDA (Figuras 43C e
44).

As figuras 45B e 46 mostram que a 6-OHDA causou uma reducdo na quantidade de
transportadores de dopamina nos neurdnios dopaminérgicos na substancia negra, quando
comparados ao grupo FO (controle) (% da média dos controles: 6-OHDA: 56,83 * 6,45%).

O tratamento com o resveratol na dose de 50 mg/kg aumentou significativamente a
imunorreatividade para DAT na substdncia negra, quando comparada com 0 grupo
parkinsoniano (% da meédia dos controles: 6-OHDA + Res50: 109,20 £ 3,96%), prevenindo a
degeneracdo dos neurdnios expostos a toxicidade da 6-OHDA (Figuras 45C e 46).
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Figura 43 - Efeito do resveratrol sobre a imunomarcacdo para DAT no estriado lesionado de

ratos parkinsonianos.

Microfotografias (aumento de 10x) representativas da imunomarcacdo para DAT em seccBes coronais do
estriado de ratos submetidos a lesdo estriatal com 6-OHDA (18ug/3uL). Coloragdo marron representa células
imunorreativas para o DAT no estriado. A: FO; B: 6-OHDA e C : 6-OHDA + Res50.

Figura 44 - Imunomarcagéo para DAT no estriado lesionado de ratos parkinsonianos tratados

com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias.
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3pL) n = 4 animais/grupo, avs FO, p < 0,01 e b vs

6-OHDA, p < 0,05. ANOVA de uma via e teste de Bonferroni. Os valores representam a média + EPM.
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Figura 45 - Efeito do resveratrol sobre a imunomarcacdo para DAT na substancia negra de

ratos parkinsonianos.

Microfotografias (aumento de 10x) representativas da imunomarcacdo para DAT em sec¢des coronais da
substancia negra de ratos submetidos a lesdo estriatal com 6-OHDA (18ug/3uL). Coloragdo marron representa
células imunorreativas para 0 DAT no estriado. A: FO; B: 6-OHDA e C : 6-OHDA + Res50.

Figura 46 - Imunomarcacédo para DAT na substancia negra de ratos parkinsonianos tratados

com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias.
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 4 animais/grupo, a vs FO, p< 0,05 e b vs

6-OHDA, p < 0,05. ANOVA de uma via e teste de Bonferroni. Os valores representam a média + EPM.



94

4.12 Efeito resveratrol a imunomarcacdo de COX-2 no estriado lesionado e na

substancia negra de ratos parkinsonianos

As figuras 47B e 48 mostram que a 6-OHDA provocou um aumento significativo das
células COX-2 positivas no estriado lesionado, quando comparados ao grupo FO (nimero de
células: FO: 56,50 £ 5,27; 6-OHDA: 240,20 + 34,95).

O tratamento com o resveratol na dose de 50 mg/kg diminuiu significativamente a
quantidade de células COX-2 positivas no estriado lesionado, quando comparada com o grupo
parkinsoniano (nimero de células: 6-OHDA + Res50: 89,18 + 11,70), prevenindo o aumento

da expressao da enzima COX-2 (Figuras 47C e 48).

As figuras 49B e 50 mostram que a 6-OHDA provocou um aumento significativo das
células COX-2 positivas na substancia negra, quando comparados ao grupo FO (numero de
células: FO: 52,63 + 6,30; 6-OHDA: 224,60 * 19,00).

O tratamento com o resveratol na dose de 50 mg/kg diminuiu significativamente a
quantidade de células COX-2 positivas na substancia negra, quando comparada com o0 grupo
parkinsoniano (nimero de células: 6-OHDA + Resb0: 124,90 + 12,81 %), prevenindo a
expressao da enzima COX-2 nos neurdnios expostos a toxicidade da 6-OHDA (Figuras 49C e
50).
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Figura 47 - Efeito do resveratrol sobre a imunomarcagao para COX-2 no estriado lesionado

de ratos parkinsonianos.

Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcagdo para COX-2 em secc¢Bes coronais do
estriado de ratos submetidos a lesdo estriatal com 6-OHDA (18ug/3uL). Coloragdo marron representa células

imunorreativas para o DAT no estriado. A: FO; B: 6-OHDA e C : 6-OHDA + Res50.

Figura 48 - Imunomarcagdo para COX-2 no estriado lesionado de ratos parkinsonianos

tratados com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias.
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 4 animais/grupo, a vs FO, p < 0,0001 e b
vs 6-OHDA, p < 0,001. ANOVA de uma via e teste de Bonferroni. Os valores representam a média + EPM.
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Figura 49 - Efeito do resveratrol sobre a imunomarcagéo para COX-2 a substancia negra de

ratos parkinsonianos.

Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcacdo para COX-2 em sec¢des coronais da
substancia negra de ratos submetidos a lesdo estriatal com 6-OHDA (18ug/3uL). Coloragdo marron representa
células imunorreativas para o DAT no estriado. A: FO; B: 6-OHDA e C : 6-OHDA + Res50.

Figura 50 - Imunomarcacdo para COX-2 na substancia negra de ratos parkinsonianos tratados

com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias.
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 4 animais/grupo, a vs FO, p < 0,0001 e b
vs 6-OHDA, p < 0,001. ANOVA de uma via e teste de Bonferroni. Os valores representam a média + EPM.
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4.13 Efeito resveratrol sobre a ativagdo dos astrocitos evidenciada através da
imunomarcacdo com GFAP no estriado lesionado e na substancia negra de ratos

parkinsonianos

Nas figuras 51B e 52 podemos observar um aumento significativo dos astrocitos
ativados no estriado lesionado dos animais parkinsonianos quando comparada ao grupo FO
(FO: 40,05 + 1,13; 6-OHDA: 54,80 + 1,84).

O tratamento com o resveratol na dose de 50 mg/kg diminuiu significativamente o
aumento da ativacdo dos astrécitos no estriado lesionado, quando comparada com o grupo
parkinsoniano (6-OHDA + Res50: 40,33 + 2,37) (Figuras 51C e 52).

Na figuras 53B e 54 também observamos um aumento significante dos astrocitos
ativados na substancia negra dos animais parkinsonianos quando comparada ao grupo FO
(FO: 41,61 £1,38; 6-OHDA: 59,47 + 2,07).

O resveratrol na dose de 50 mg/kg foi capaz de diminuiu a astrogliose na substancia
negra quando comparada com o grupo parkinsoniano (6-OHDA + Res50: 31,69 + 1,33)
(Figuras 53C e 54).
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Figura 51 - Efeito do resveratrol sobre a imunomarcacdo para GFAP no estriado lesionado

de ratos parkinsonianos.

A B C

Imagens representativas do efeito do resveratrol (50 mg/kg) sobre a ativacdo dos astrocitos (GFAP) no estriado
lesionado dos ratos parkinsonianos. A (FO), B (6-OHDA) e C (6-OHDA + Res50 mg/kg). Aumento de 200x.

Figura 52 - Imunomarcacdo para ativacéo astrocitaria (GFAP) no estriado lesionado de ratos
parkinsonianos tratados com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias.
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 4 animais/grupo, a vs FO, p < 0,0001 e b
vs 6-OHDA, p < 0,0001. ANOVA de uma via e teste de Bonferroni. Os valores representam a média + EPM.
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Figura 53 - Efeito do resveratrol sobre a imunomarcacdo para GFAP na substancia negra de

ratos parkinsonianos.
A B c
Imagens representativas do efeito do resveratrol (50 mg/kg) sobre a ativacdo dos astrdcitos (GFAP) na

substancia negra dos ratos parkinsonianos. A (FO), B (6-OHDA) e C (6-OHDA + Res50 mg/kg). Aumento de
200x.

Figura 54 - Imunomarcacao para ativacdo astrocitaria (GFAP) na substancia negra de ratos
parkinsonianos tratados com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias.
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 4 animais/grupo, a vs FO, p < 0,0001 e b
vs 6-OHDA, p < 0,0001. ANOVA de uma via e teste de Bonferroni. Os valores representam a média + EPM.
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4.14 Efeito resveratrol sobre a imunorreatividade para a microglia evidenciada através
da imunomarcacdo com CD11-b no estriado lesionado na substancia negra de ratos

parkinsonianos

Nas figuras 55B e 56 podemos observar um aumento da marcacao fluorescente verde,
significando um aumento das microglias ativadas no estriado direito dos animais
parkinsonianos quando comparada ao grupo FO (FO: 27,95 + 2,81; 6-OHDA: 48,59 + 4,19).

O tratamento com o resveratol na dose de 50 mg/kg segundo o protocolo Il diminuiu
significativamente o aumento da ativacdo das microglias no estriado direito, quando
comparada com o grupo parkinsoniano (6-OHDA + Res50: 29,88 + 1,02) (Figuras 55C e
56).

Na substdncia negra também observamos um aumento da marcacdo fluorescente
verde, mostrando aumento significante das microglias ativadas nos animais parkinsonianos
guando comparada ao grupo FO (FO: 23,60 + 0,91; 6-OHDA: 30,36 + 2,06) (Figuras 57B e
58).

O resveratrol na dose de 50 mg/kg foi capaz de diminuiu significativamente a
microgliose na substancia negra quando comparada com o grupo parkinsoniano (6-OHDA +
Res50: 22,70 + 0,88) (Figuras 57C e 58).
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Figura 55 - Efeito do resveratrol sobre a imunomarcacgao para CD11-b no estriado lesionado

de ratos parkinsonianos.

A B C
Imagens representativas do efeito do resveratrol (50 mg/kg) sobre a ativacdo das micréglias (CD11-b) no

estriado lesionado dos ratos parkinsonianos. A (FO), B (6-OHDA) e C (6-OHDA + Res50 mg/kg). Aumento de
400x.

Figura 56 - Imunomarcacdo para ativacdo da microgliose (CD11-b) no estriado lesionado de

ratos parkinsonianos tratados com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias.

fos)
S

fo)
T

média da intensidade
de fluorescéncia (MIF)
N AN
< <

o
1

FO Res50

6-OHDA

Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 4 animais/grupo, a vs FO, p < 0,0001 e b
vs 6-OHDA, p < 0,001. ANOVA de uma via e teste de Bonferroni. Os valores representam a média + EPM.
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Figura 57 - Efeito do resveratrol sobre a imunomarcagdo para CD11-b na substéncia negra de

ratos parkinsonianos.

A B C

Imagens representativas do efeito do resveratrol (50 mg/kg) sobre a ativagdo das micréglias (CD11-b) na
substancia negra dos ratos parkinsonianos. A (FO), B (6-OHDA) e C (6-OHDA + Res50 mg/kg). Aumento de
400x.

Figura 58 - Imunomarcacgéo para ativacdo da microgliose (CD11-b) na substancia negra de

ratos parkinsonianos tratados com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias.
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 4 animais/grupo, a vs FO, p < 0,0001 e b
vs 6-OHDA, p < 0,001. ANOVA de uma via e teste de Bonferroni. Os valores representam a média + EPM.
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4.15 Efeito do resveratrol sobre a degeneracdo neuronal avaliada através da coloracéo

por Fluorojade C no estriado lesionado e na substancia negra de ratos parkinsonianos

Nas figuras 59B e 60 ndo observamos gegeneracao neuronal no estriado lesionado dos
ratos parkinsonianos, quando comparado ao grupo controle (FO: 29,92 + 1,21; 6-OHDA:
32,72 + 1,64). Também ndo foi observado efeito neuroprotetor do resveratol na dose de 50
mg/kg sobre a degradacdo neuronal, quando comparada com o grupo parkinsoniano (6-
OHDA + Res50: 29,27 + 1,60) (Figuras 59C e 60).

Entretanto na substancia negra observamos um aumento significativo da marcagéo
fluorescente verde, mostrando aumento da morte neuronal nos animais parkinsonianos
quando comparada ao grupo FO (FO: 37,17 + 1,97; 6-OHDA: 50,58 * 2,25) (Figuras 61B e
62).

O resveratrol na dose de 50 mg/kg foi capaz de diminuiu significativamente a
degradacdo neuronal na substancia negra quando comparada com o grupo parkinsoniano (6-
OHDA + Res50: 37,00 + 1,70) (Figuras 61C e 62).
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Figura 59 - Efeito do resveratrol sobre a degeneracdo neuronal avaliada através de coloracao

por fluorojade C no estriado lesionado de ratos parkinsonianos.

A B C
Microfotografias (aumento de 100x) representativas da coloracdo por fluorojade C em seccfes coronais do

estriado lesionado de ratos submetidos a lesdo estriatal com 6-OHDA (18ug/3uL). A: FO; B: 6-OHDAe C :
6-OHDA + Res50.

Figura 60 - Coloracéo por Fluorojade C no estriado lesionado de ratos parkinsonianos tratados

com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias.
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Os animais sofreram leséo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3pL) n = 4 animais/grupo. Os valores representam
a média + EPM.
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Figura 61 - Efeito do resveratrol sobre a degeneracdo neuronal avaliada através de coloracao

por fluorojade C na substancia negra de ratos parkinsonianos.

A B C
Microfotografias (aumento de 100x) representativas da coloragdo por fluorojade C em sec¢des coronais da

substancia negra de ratos submetidos a lesdo estriatal com 6-OHDA (18ug/3uL). A: FO; B: 6-OHDA e C : 6-
OHDA + Res50.

Figura 62 - Coloragéo por Fluorojade C na substancia negra de ratos parkinsonianos tratados

com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias.
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 4 animais/grupo, a vs FO, p < 0,0001 e b
vs 6-OHDA, p < 0,0001. ANOVA de uma via e teste de Bonferroni. Os valores representam a média + EPM.
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4.16 Efeito resveratrol sobre a expressdo da GSK-3B no estriado lesionado e na

substancia negra de ratos parkinsonianos

As figuras 63B e 64 mostram que a 6-OHDA provocou uma reducdo significante na
imunomarcacdo para 0 GSK-3f no estriado lesionado, quando comparados ao grupo FO (%
da média dos controles: 6-OHDA: 74,39 * 1,04%).

O tratamento com o resveratol na dose de 50 mg/kg segundo o protocolo Il aumentou
significativamente a imunorreatividade para 0 GSK-3p no estriado direito, quando comparada
com o grupo parkinsoniano (% da média dos controles: 6-OHDA + Res50: 105,60 + 5,25%),
prevenindo a degeneracdo dos neurbnios expostos a toxicidade da 6-OHDA (Figuras 63C e
64).

As figuras 65B e 66 mostram que a 6-OHDA causou uma reducdo significante na
imunomarcagdo para 0 GSK-3f na substancia negra, quando comparados ao grupo FO (% da
média dos controles: 6-OHDA: 61,05 + 9,66%).

O tratamento com o resveratol na dose de 50 mg/kg aumentou significativamente a
imunorreatividade para 0 GSK-3p na substancia negra, quando comparada com 0 grupo
parkinsoniano (% da meédia dos controles: 6-OHDA + Res50: 122,30 + 4,13%), prevenindo a
degeneracédo dos neurdnios expostos a toxicidade da 6-OHDA (Figuras 65C e 66).
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Figura 63 - Efeito do resveratrol sobre a imunomarcagédo para GSK-3f no estriado lesionado

de ratos parkinsonianos.

Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunorreatividade para GSK-3p em secc¢des coronais
de estriado lesionado de ratos submetidos a leséo estriatal com 6-OHDA (18ug/3pL). A: FO; B: 6-OHDA e
C : 6-OHDA + Res50.

Figura 64 - Imunomarcacdo para GSK-3B no estriado lesionado de ratos parkinsonianos
tratados com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias.
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 4 animais/grupo, a vs FO, p < 0,001 e b
vs 6-OHDA, p < 0,001. ANOVA de uma via e teste de Bonferroni. Os valores representam a média + EPM.
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Figura 65 - Efeito do resveratrol sobre a imunomarcacdo para GSK-3f na substancia negra

de ratos parkinsonianos.

Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunorreatividade para GSK-3p em sec¢des coronais
de substancia negra de ratos submetidos a lesdo estriatal com 6-OHDA (18ug/3uL). A: FO; B: 6-OHDA e C:
6-OHDA + Res50.

Figura 66 - Imunomarcacdo para GSK-3B na substdncia negra de ratos parkinsonianos

tratados com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias.
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 4 animais/grupo, a vs FO, p< 0,05 e b vs

6-OHDA, p < 0,01. ANOVA de uma via e teste de Bonferroni. Os valores representam a média + EPM.
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4.17 Efeito resveratrol sobre a expressdo do D1 no estriado lesionado e no mesencéfalo

de ratos parkinsonianos

As figuras 67 e 68 mostram que a 6-OHDA provocou um aumento da expressao do
receptor D1 no estriado lesionado e um aumento significante no mesencéfalo quando
comparados ao grupo FO (relacdo D1/a-tubulina no estriado lesionado: FO: 0,18 + 0,07; 6-
OHDA: 0,17 £ 0,05 e no mesenceéfalo: FO: 0,77 + 0,16; 6-OHDA: 2,34 + 0,46).

O tratamento com o resveratol na dose de 50 mg/kg segundo o protocolo Il nédo
diminuiu significativamente a expressdo de receptor D1 quando comparada com 0 grupo
parkinsoniano no estriado lesionado e no mesencéfalo (relagdo D1/a-tubulina no estriado
lesionado: 6-OHDA + Res50: 0,09 + 0,03 e no mesencéfalo: 6-OHDA + Res50: 1,57 £ 0,46)
ndo conseguindo prevenir a degeneracdo dos neurdnios expostos a toxicidade da 6-OHDA
(Figuras 67 e 68).

Figura 67 — Expressao do receptor D1 no estriado lesionado de ratos parkinsonianos tratados

com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias.
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3pL) n = 4 animais/grupo. Os valores representam

a média + EPM.
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Figura 68 — Expressdo do receptor D1 no mesencéfalo de ratos parkinsonianos tratados com

resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias.

D1
B W -tubulina
Res50 Res5h
FO &-0OHDA
3.0+ a
2.51
o
£ 2.0-
>
o]
S 1.5-
3
— 1.0-
0o
0.51
0.0-
Res 50 Res 50
FO 6-OHDA

Os animais sofreram leséo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 4 animais/grupo, a vs FO, p < 0,05.

ANOVA, seguido do teste de Tukey. Os valores representam a média + EPM.
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4.18 Efeito resveratrol sobre a expressdo do D2 no estriado lesionado e no mesencéfalo

de ratos parkinsonianos

As figuras 69 e 70 mostram que a 6-OHDA provocou um aumento significante da
expressdo do receptor D2 no estriado lesionado e no mesencéfalo quando comparados ao
grupo FO (relacdo D2/a-tubulina no estriado lesionado: FO: 0,17 £+ 0,04; 6-OHDA: 0,69 *
0,13 e no mesencéfalo: FO: 1,50 + 0,36; 6-OHDA: 6,47 + 1,54).

O tratamento com o resveratol na dose de 50 mg/kg segundo o protocolo Il sé foi
capaz de diminuiu significativamente a expressdo de receptor D2 no mesencéfalo quando
comparada com o grupo parkinsoniano (relagdo D2/a-tubulina no estriado lesionado: 6-
OHDA + Res50: 0,64 £ 0,12 e no mesencéfalo: 6-OHDA + Res50: 1,19 + 0,22), conseguindo
prevenir a degeneracdo dos neurbnios expostos a toxicidade da 6-OHDA somente na

substéncia negra (Figuras 69 e 70).

Figura 69 — Expresséo do receptor D2 no estriado lesionado de ratos parkinsonianos tratados

com resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias.
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3pL) n = 4 animais/grupo, a vs FO, p < 0,05.

ANOVA, seguido do teste de Tukey. Os valores representam a média + EPM.
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Figura 70 — Expressdo do receptor D2 no mesencéfalo de ratos parkinsonianos tratados com
resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias.
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 4 animais/grupo, avs FO, p< 0,05 e bvs

6-OHDA, p < 0,05. ANOVA, seguido do teste de Tukey. Os valores representam a média + EPM.
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419 Efeito resveratrol sobre a expresséo da IL-1 no estriado lesionado e no

mesencéfalo de ratos parkinsonianos

A figura 71 mostra que a 6-OHDA provocou um aumento significante da expressdo
expressdo da IL-1B no estriado lesionado quando comparados ao grupo FO (relagdo IL-1
/a-tubulina no estriado lesionado: FO: 0,04 £ 0,02; 6-OHDA: 0,14 + 0,02. Esse aumento ndo
foi observado no mesencéfalo (relagdo IL-1B /a-tubulina no mesencéfalo: FO: 0,62 + 0,11;
6-OHDA: 0,84 + 0,07) (Figura 72).

O tratamento com o resveratol na dose de 50 mg/kg segundo o protocolo Il s6 foi
capaz de diminuiu significativamente a expressdo da IL-1B no estriado lesionado quando
comparada com o grupo parkinsoniano (relacdo IL-1p /o-tubulina no estriado lesionado:6-
OHDA + Res50: 0,04 + 0,01), protegendo assim a inflamagdo induzida pela neurotoxina. Essa
protecdo ndo foi observada no mesencéfalo (relagcdo IL-13 /a-tubulina no mesencéfalo: 6-
OHDA + Res50: 0,80 + 0,09) (Figuras 71 e 72).

Figura 71 — Expressdo da IL-1pB no estriado lesionado de ratos parkinsonianos tratados com

resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias.
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 4 animais/grupo, avs FO, p< 0,05 e b vs

6-OHDA, p < 0,05. ANOVA, seguido do teste de Tukey. Os valores representam a média + EPM.

Figura 72 — Expressdo da IL-1B no mesencéfalo de ratos parkinsonianos tratados com

resveratrol 50 mg/kg v.o. por 19 dias.
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Os animais sofreram lesdo intraestriatal com 6-OHDA (18ug/3uL) n = 4 animais/grupo. Os valores representam

a média + EPM.
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5 DISCUSSAO

A Doenca de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa associada com a
perda de neurdnios na SNpc (LIMA et al, 2015). A etiologia da doenca ainda ndo esta
completamente conhecida, mas, ao que parece, 0 estresse oxidativo, disfungdo mitocondrial e
a inflamacéo tém papel importante (MACHADO et al., 2016; PATHAK; DAVEY, 2008). A
DP ainda é considerada incuravel apesar de existirem inimeros tratamentos para melhorar a
qualidade de vida dos pacientes tais como, a L-dopa, um precursor de dopamina; inibidores da
MAO-B, que atuam melhorando flutuagbes motoras; agonistas dopaminérgicos, que
mimetizem o efeito da dopamina; anticolinérgicos, que sdo indicados para diminuicdo de
tremores e amantadina, um antiviral que promove a liberacdo de dopamina, aliviando os
sintomas motores (LILL; KLEIN, 2017).

Um modelo experimental para a indugdo de parkinsionismo em rato é atraves da
injecdo intraestriatal de 6-hidroxydopamina (6-OHDA). O dano neuronal induzido por 6-
OHDA é principalmente devido ao estresse oxidativo maci¢o causado pela toxina. Sendo
semelhante a dopamina, a 6-OHDA mostra alta afinidade para o DAT, que carrega a toxina
para dentro dos neurénios dopaminérgicos. Uma vez no neurénio, 6-OHDA acumula-se no
citosol e sofre rapida auto-oxidacdo, levando a alta taxa de formacgdo de radicais livres
(BLANDINI; ARMENTERO; MARTIGNONI, 2008). Como um mecanismo adicional, a 6-
OHDA pode acumular-se na mitocdndria, onde inibe a atividade da cadeia de transporte de
elétrons através do bloqueio do complexo I, gerando mais radicais livres (BLANDINI;
ARMENTERO; MARTIGNONI, 2008). A 6-OHDA possui a desvantagem de nédo atravessar
a barreira hematoencefalica, sendo necessaria a cirurgia extereotaxica para administracdo
intraestriatal da toxina, o que nem sempre leva a uma perda macica das células
dopaminérgicas (IANCU et al., 2005). Este modelo ndo imita todas as caracteristicas
patoldgicas e clinicas da DP, como por exemplo, a formacao de inclusbes citoplasmaticas
(corpusculos de Lewy), no entanto é o modelo mais Util e seguro para o estudo de substancias
neuroprotetoras (HIRSCH et al, 2008). Apesar da disponibilidade de novos modelos, a 6-
OHDA permenece sendo a ferramenta experimental mais utilizada para induzir a leséo
nigroestriatal em ratos (BLANDINI et al, 2008).

O resveratrol € uma fitoalexina polifendlica comumente encontrada em grande

quantidade na casca de uva e vinho tinto (FREMONT et al., 2000). Ele tem sido o foco de
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muitos estudos que visam investigar os seus efeitos bioldgicos, incluindo sua atividade
antioxidante (OLAS et al., 1999; MARTINEZ; MORENO, 2000). Estudos in vivo mostram
que o resveratrol pode exercer neuroprotecdo contra isquemia (SINGH et al.,, 2015),
convulsdes (GIBOVAN; PLAMADON, 2015), doencas neurodegenerativas (SINGH et al.,
2015; MARKUS; MORRIS, 2008) e possui efeitos benéficos em modelos experimentais de
DP (CHAO et al., 2008). Além disso, estudos também demonstraram que o resveratrol na
dose de 40 mg/kg possui efeito neuroprotetor em ratos Sprague—Dawley que foram lesionados
unilateralmente pela 6-OHDA (JIN et al., 2008) e em estudos in vitro o resveratrol apresenta a
capacidade de exercer efeito neuroprotetor sobre os neurénios dopaminérgicos (BLANCHET
et al., 2008; LU et al., 2008).

O principal mecanismo de neuroprotecdo pelo resveratrol seria a sua capacidade
sequestradora de radicais livres (ZHUANG et al., 2003). O resveratrol quando administrado
i.p. conseguiu reduzir convulsdes induzidas por FeCI3 e &cido cainico, além de restaurar
parcialmente a cogni¢cdo em ratos com defictes de memoria induzido por estreptozotocina
(GUPTA et al., 2002). Estes resultados levam a crer que o resveratrol € capaz de atravessar a
barreira hemato-encefélica e que exerce de maneira eficaz efeitos neuroprotetores, mesmo em
doses baixas. (LU et al., 2008). Nos ultimos anos, a molécula do trans-resveratrol recebeu
atencdo consideravel por seu poder antiinflamatorio, antiapoptoético, antioxidante,
antidiabético, antiviral e cardioprotetor (SINGH et al., 2013).

Estudos recentes demonstram atividade antiinflamatdria do resveratrol no modelo de
isquemia global em ratos, com a diminuicdo expressdo dos transportadores de glutamato tipo
1 e da ativagdo das microglias e dos astrocitos no hipocampo, apés sete dias de tratamento
(GIBOVAN; PLAMADON, 2015)

O modelo de “hemiparkinsionismo” pela 6-OHDA é um modelo robusto, reprodutivel,
que leva a uma assimetria motora evidenciada ap0s a administracdo de agonistas
dopaminérgicos resultando em um comportamento rotacional contralateral a lesdo
(BETARBET et al., 2002). Este é o classico teste da apomorfina ou rotacional, primeiramente
descrito por Ungerstedt e Arbuthnott (1970), que proporciona a verificagdo de alteracdes

motoras induzidas por grandes lesdes nigroestriatais.

Nesse trabalho testamos trés protocolos de tratamento diferentes, sendo dois deles

protetores, com o tratamento comegando antes da lesdo com a 6-OHDA e o terceiro de
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reversdo, quando iniciamos o tratamento com a lesdo nigroestrialtal estabelecida. A diferenca
estre os dois tratamentos protetores foi basicamente o inicio do tratamento, o primeiro
iniciava o tratamento trés dias antes da lesdo e 0 segundo apenas uma hora antes da leséo.
Assim, pudemos concluir ap6s os testes preliminares que ndo houve diferenca entre eles, e
decidimos seguir somente com o protocolo que iniciava o tratamento uma hora antes da leséo,
pois o importante foi a protecdo do resveratrol no momento da lesdo. Pelos testes motores
observamos que o resveratrol ndo teve efeito reversivo, deste modo este protocolo nédo foi

continuado nos demais testes.

Neste trabalho mostramos que animais lesionados com a 6-OHDA apresentaram um
grande numero de rotacGes contralaterais a lesdo. Em estudos anteriores do nosso grupo
demonstramos este comportamento rotacional nos animais parkinsonianos (MENEZES, 2012,
TEIXEIRA et al., 2013; CARMO et al., 2014). Este resultado também esta em concordancia
com a literatura (RIZELIO et al., 2010; YU et al., 2010) que demonstra que lesdes extensas
promovidas pela 6-OHDA acarretam esse tipo de comportamento durante a realizagdo do
teste. O agonista dopaminérgico, apomorfina, induz rotacfes contralaterais ao lado lesionado,
uma vez que no lado lesionado ocorre uma “up regulation” dos receptores D1 e D2. O
resveratrol conseguiu diminuir estas rotacdes, resultado de acordo com alguns trabalhos que
utilizaram o mesmo modelo (ZHANG et al.,, 2002; RIZELIO et al., 2010). Wang e
colaboradores (2011) em modelo de lesdo estriatal unilateral de 6-OHDA em ratos
demontraram a mesma protecdo com uma dose de 20 mg/kg de resveratrol por 14 (quatorze)

dias via oral.

Pacientes com DP apresentam uma dificuldade para iniciar os movimentos e um
comprometimento da marcha, estes sintomas podem aparecer na fase inicial da doenca e piora

com a evolucdo da mesma (SUAREZ et al., 2011)

A locomocdo no teste do campo aberto reflete a atividade exploratéria do animal
(KONTINEN et al., 1999). O presente estudo demonstrou que a 6-OHDA ndo induziu déficit
na atividade exploratéria no teste do campo aberto, corroborando com o estudo anteriores
utilizando os mesmos animias (MENEZES, 2012). Alguns estudos existentes (RIZELIO et
al., 2010) demonstraram uma diminuicdo no numero total de movimentos de exploracédo
vertical e também em outros teste para avaliacdo a atividade locomotora. Estas alteracdes

motoras sdo mais evidenciadas em outros modelos de parkinsonismo animal, como nos
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modelos do MPTP e rotenona, pois no modelo da 6-OHDA ndo sdo observados alteragoes
visiveis como a bradicinesia (SCHOBER, 2004).

Disturbios do equilibrio em pacientes com DP se manifestam em diferentes estagios da
doenca, mesmo no estado inicial, assim aumentando a incapacidade fisica do paciente com
quedas e imobiliza¢6es da marcha. Apesar do equilibrio estar geralmente preservado no inicio
da DP idiopéatica, muitas pesquisas tém mostrado maior incidéncia de quedas (e suas
consequéncias), com taxas proximas de 70% nos pacientes nos estagios iniciais da
classificacdo de Boher (SUAREZ et al., 2011).

Os animais parkinsonianos apresentaram um comprometimento no comportamento
motor, especialmente no equilibrio no teste do rotarod. Em estudos anteriores lancu e
colaboradores (2005) demonstram que, 0s animais lesionados unilateralmente pela 6-OHDA,
apresentavam comprometimento na atividade locomotora no teste do rotarod e no teste do
cilindro, mas néo no teste do campo aberto. O resveratrol ndo foi capaz de proteger os animais
parkinsonianos desse desequilibrio quando desfiados no teste do rotarod provavelmente
devido a ser um sintoma que pode acontecer nos estagios iniciais dessa patologia e progredir

com a evolucéo da doenca.

Na clinica, os pacientes com DP que apresentam alteracbes do movimento, também
demosntram um importante comprometimento na atividade motora fina, quando
avaliados com base na funcdo total de extremidades, através da avaliacdo das atividades da
vida diaria (AVD), na coordenacao fina de equilibrio na mao e na marcha (RAH et al., 2009).
Os sintomas sensoriais sd0 uma queixa frequente dos pacientes com DP, 0 que piora sua
qualidade de vida e interfere na capacidade deste paciente participar das atividades da vida
diéria, contribuindo para a perturbagdo do sono ou depressdo (YOSHII, 2012).

O presente estudo demostrou que a 6-OHDA foi capaz de produzir danos motores
finos avaliado através do teste do cilindro, o que ja tinha sido mostrado em achados anteriores
nossos (MENEZES, 2012). Woodlee e colaboradores (2008) observaram em ratos Sprague-
Dawley lesionados unilateramente pela 6-OHDA, um comprometimento da atividade motora
fina através dos testes do cilindro e da instabilidade postural provocando o desequilibrio nos

animais lesionados.



119

O resveratrol mostrou protecdo no teste do cilindro nos animais parkinsonianos que
seguiram o protocolo de tratamento neuroprotetor, os animais que seguiram o protocolo de
tratamento reversivo ndo apresentaram protecdo nesse teste, uma vez que a lesdo ja estava

estabelecida e resveratrol ndo foi capaz de reverter estes danos.

A depressao freqiientemente acompanha a PD. Esta depressao pode ser funcional, pelo
conhecimento do diagnostico da DP pelo paciente, ou fisiologica devido a diminuigdo das
catecolaminas, principalmente dopamina e serotonina. Pesquisas anteriores sugeriram que 0s
sistemas de dopamina (DA) e serotonina estdo intimamente ligados & depressédo na DP. (LEE
et al., 2015). O modelo de ‘“hemiparkinsonismo” induzido pela 6-OHDA causou um
comportamento depressivo-simile nos animais lesionados, este comportamento também é
observado na clinica, onde ocorre um alto indice de depressdo entre os pacientes com DP.,
(KASTEN et al, 2012).

Mais de 90% dos pcientes com DP idiopatica sofrem ou ja sofreram de complicacdes
psiquiatricas, dentre elas a mais comum é a depressdo. A depressdo na DP se mostra
subdiagnosticada, principalmente pela sobreposi¢cdo dos propios sintomas da doenca. A
prevaléncia de depressdo e sua relacdo com os sintomas motores pode possibilitar o
desenvolvimento de praticas direcionadas ao tratamento da depressdo e a melhora na
qualidade de vida dos pacientes (GONCALVES, 2012).

Lee e colaboradores (2015) demonstraram que a destrui¢do do sistema dopaminérgico
causa a reducdo do sistema serotonérgico, resultando na expressdo do comportamento
depressivo. O grau de disfuncdo dopaminérgica foi correlacionado positivamente com o
comprometimento do sistema de serotonina. A gravidade dos sintomas motores também foi

intimamente relacionada ao comportamento depressivo.

Casas e colaboradores (2011) também observaram o comportamento depressivo-simile
em ratos Sprague-Dawley que sofreram lesdo unilateral pela 6-OHDA, através do teste no
nado forcado. Outro estudo com este mesmo modelo demonstrou que 0 comportamento
depressivo esta relacionado com a diminui¢do principalmente de DA e 5-HT na substancia
negra daqueles animais (JAUNARAJS et al., 2014).

O resveratrol protegeu os animais do comportamento depressivo-simile induzido pela

6-OHDA corroborando com o nosso estudo anterior (MENEZES, 2012), porém como neste
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novo estudo continuamos o tratamento com o resveratrol até o ultimo dia de testes
comportamentais observamos uma protecdo mais significativa. No modelo de depressdo
induzido por um inibidor da sintese de serotonina (p-clorofenilalanina) em camundongos, o
trans-resveratrol nas doses de 40 e 80 mg/kg i.p. também protegeu do comportamento
depressivo nos testes do nado forgado e suspenséo da cauda (XU et al., 2010).

O presente trabalho mostrou que a injecéo unilateral de 6-OHDA no corpo estriado
causou uma diminuicdo significativa nas concentracdes de dopamina (DA), noradrenalina
(NE) e serotonina (5-HT) no estriado lesionado e mesencéfalo corroborando com outros
estudos (MENEZES, 2012; TEIXEIRA et al., 2013; CARMO et al., 2014).

A 6-OHDA foi injetada no corpo estriado, ocasionando uma lesdo retrdgrada,
atingindo a substancia negra e depletando as monoaminas. As lesdes estriatais pela 6-OHDA
induzem neurodegeneracdo retrograda dos neurdnios da SNpc, que Sdo progressivas nas
primeiras semanas da lesdo (BLANDINI et al., 2008). Além da perda massiva de DA, s&o
descritas alteracdes em outros neurotransmissores, o que inclui reducéo dos niveis de 5-HT no
corpo estriado e SNpc e reducdo do conteddo de NA na SNpc pela 6-OHDA (READER,;
DEWAR, 1999).

Lee e colaboradores (2015) avaliaram em seu estudo o efeito da diminuicdo
dopaminérgica no sistema, a interconexdo entre comportamento motor e depressdo em ratos.
Para avaliacdo eles realizaram duas varreduras de PET nos ratos lesionados pela 6-OHDA e
desfiados para transportadores DA e de serotonina 1 (5-HT (1A)), e concluiram que o grau de
deplecédo de DA estava correlacionado com o comportamento rotacional. Assim, quanto maior
0 nimero de rotagcbes menor a quantidade de DA disponivel no cérebros dos ratos. Assim a
diminuigdo da ligacdo do receptor 5-HT (1A) também foi correlacionado com a gravidade da

depressao.

O resveratrol conseguiu diminuir significativamente a perda de dopamina,
noradrenalina e serotonina induzida pela 6-OHDA no estriado lesado e no mesencéfalo nos
animais parkinsonianos que seguiram o protocolo de neuroprote¢do, mas nao no protocolo de
neuroresgate. Wang e colaboradores (2011) observaram a mesma neuroprotecdo encontrada
em um modelo de parkinsonismo animal induzido pela 6-OHDA, neste o resveratrol na dose
de 20 mg/kg v.o., por 14 (quatorze) dias, protegeu 0s neurénios dopaminérgicos da deplecédo

de DA, diminuindo a atividade das EROs possivelmente por sua capacidade antioxidante.
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Corroborando com nossos achados ja foi mostrado que a administracdo de uma dieta
ou tratamento a base de resveratrol para camundongos adultos antes de serem lesionados pela
neurotoxina MPTP exerce efeito neuroprotetor sobre o0s neurdnios dopaminérgicos,
aumentando os niveis da dopamina no estriado e na SNpc (BLANCHET et al., 2008; LU et
al., 2008). Xu e colaboradores (2010) demonstraram em que o trans-resveratrol nas doses de
40 e 80 mg/kg i.p. restaurou os niveis de noradrenalina e serotonina no cortex frontal e no
hipocampo de camundongos submetidos a um modelo de depressao induzido por um inibidor

da sintese de serotonina.

A DA é um dos principais neurotransmissores e participa de varias funcdes como
coordenagdo motora, emogBes, memoria, mecanismos de recompensa, regulacdo
neuroendocrina. A DA exerce seus efeitos através de cinco receptores DA que sdo
subdivididos em 2 familias D1 e D2. A familia D1 apresenta os receptores D1 e D5, a familia
D2 os receptores D2, D3 e D4. Todos os receptores DA sdo amplamente expressos no sistema
nervoso central (SNC) e desempenham um papel importante ndo s6 em condigdes
fisiolégicas, mas também em cenarios patolégicos. As anormalidades no sistema
dopaminérgico e nos seus receptores nos ganglios da base caracterizam a DP, porém a DA
também participa de outros distdrbios neurodegenerativos como a doenga de Huntington (HD)
e a esclerose multipla (MS) (RANGEL-BARAJAS; CORONEL; FLORAN, 2015).

Os receptores D1 e D2 sdo mediadores importantes da sinalizagdo dopaminérgica no
cérebro, principalmete no estriado e na substdncia negra e estdo associados com as
manifestacdes das patologias relacionadas a dopamina, como na DP (ORENDAIN-JAIME;
ORTEGA-IBARRA; LOPEZ-PEREZ, 2016). No presente trabalho observamos que houve
um aumento na expressao dos receptores D1 e D2 caracterizando o modelo de parkinsionismo
no animal, justificando o aumento do numero de rotagdes no teste da apomorfina. O
resveratrol foi capaz de proteger significativamente somente o aumento da expressdo de D2

no mesenceéfalo, quanto ao D1 observamos uma diminuigdo, mas ndo significativa.

Pacientes com DP apresentam a perda da memoria, principalmente a memoria
prospectiva (PM). A PM é essencial para uma vida produtiva e independente e necessaria para
0 cumprimento dos comportamentos das AVD. A DP pode causar déficits de PM associados a
limitacdes de atividade e reducdo de qualidade de vida dos pacientes (FOSTER; McDANIEL;
RENDELL, 2017).
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O presente estudo constatou que a 6-OHDA promoveu danos significativos na memdria
aversiva de curta duracdo (memoria recente) e de longa duracdo (memoria tardia).
Corroborando com o nosso estudo anterior (MENEZES, 2012) e com o estudo de Fernadez
Espejo (2003) onde demonstraram que as lesdes com a neurotoxina 6-OHDA i.c.v afetam a
memoria aversiva e espacial, principalmente por prejudicarem as fungbes cognitivas
dependente do cortex pré-frontal e do ndcleo accumbens. Outro estudo com modelo de
parkinsonismo em camundongos C57/BL induzido por MPTP i.p. demonstrou um déficit na
memoria aversiva avaliada através do teste da esquiva passiva, devido a diminuicdo da DA no
mesencéfalo (MORIGUCHI et al., 2012).

O resveratrol protegeu tanto a memoria aversiva recente quanto a tardia nos protocolos
neuroprotetores, corroborando com o estudo de Gacar e colaboradores (2011) que utilizaram
um modelo de perda de memdria induzido por escopolamina em ratos, onde o resveratrol nas
doses de 25 e 50 mg/kg v.o. protegeu tanto a memoria aversiva como a espacial. Karalis e
colaboradores (2011) demonstraram que o resveratrol foi capaz de proteger a memoria
aversiva e espacial de animais submetidos a isquemia por traumatismo. Também em modelo
dos ratos Wistar diabéticos pela administracdo da estreptozotocina i.v. o resveratrol nas doses
de 10 e 20 mg/kg protegeu contra os déficits de memdria aversiva no teste da esquiva passiva,
devido a sua atividade antiinflamatéria (SCHMATZ et al., 2009).

No teste do labirinto aquatico com plataforma sinalizada (Cued Water Maze) avaliamos
a memoria espacial dependente de estriado através do aprendizado nos quatro dias de testes.
Os animais parkinsonianos apresentaram um déficit de memdria espacial em todos os dias,
corroborando com 0 nosso estudo anterior onde utilizamos o mesmo modelo (MENEZES,
2012). Tadaiesky e colaboradores (2008) também observaram este défcit em modelo de
parkinsonismo em ratos induzido pela injecao unilateral de 6-OHDA, e justificam os achados
pela deplecdo de dopamina, noradrenalina e serotonina nas areas cerebrais afetadas destes

animais.

O resveratrol conseguiu reverter o dano de memdria em animais parkinsonianos no
terceiro e quarto dia de teste provavelmente por restaurar 0s niveis de DA, 5-HT e NE em
areas relacionadas com a memdria. No modelo de isquemia por traumatismo craniano em
ratos jovens o trans-resveratrol na dose de 90 mg/kg i.p. foi capaz de proteger também a
memoria espacial (KARALIS et al., 2011)
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Grande parte dos estudos realizados até o presente momento utilizando estes modelos
animais da DP tem sido focada em seus efeitos sobre a via dopaminérgica nigrostriatal e a
inducdo de comprometimentos motores nos animais. Entretanto, como a DP em humanos esta
associada com alteracbes em uma variedade de funcdes, incluindo alteragdes afetivas,
cognitivas e olfativas (BRAAK et al., 2004), torna-se importante avaliar se estes modelos
animais sdo também capazes de reproduzir algumas destas alteracGes.

O comprometimento olfatério € uma manifestacdo precoce da DP, os pacientes
relatam que ndo apresentam mais a capacidade de diferenciar os odores. A analise cerebral
completa através de duas técnicas de imagem ndo invasiva que permitem a deteccdo de
alteragBes microestruturais na substancia branca cerebral, detectou alteragGes microestruturais
na substancia branca adjacente a areas olfativas em pacientes com DP (GEORGIOPOULOS
etal., 2017).

No presente estudo observamos que a neurotoxina 6-OHDA provocou um prejuizo
olfativo nos ratos parkinsonianos em ratos. Corroborando com o estudo de Prediger e
colaboradores (2010) que utilizaram a neurotoxina MPTP intranasal em camundongos e
observaram que a deplecdo temporaria nos niveis de monoaminas nas terminacfes nervosas
pode provocar este prejuizo olfatorio. Os animais que receberam o tratamento neuroprotetor
do resveratrol demonstraram uma manutencao dessa capacidade olfatéria, até 0 momento néo
foi encontrada na literatura nenhuma referéncia com o resveratrol avaliando este tipo de

deficiéncia olfativa.

Recentemente, 0 estresse oxidativo tem sido discutido como um importante
contribuinte na patologia das doencas neurodegenerativas (TYSNES; STORSTEIN, 2017).
Uma das idéias relacionadas a patogénese da doenca de Parkinson baseia-se na formacéo de
EROs e consequente inicio de estresse oxidativo, levando a lesdo na substancia nigra pars
compacta (SNpc) (PAL et al., 2011).

Em um estudo anterior mostramos que ocorre um aumento significativo nos niveis de
estresse oxidativo nos animais parkinsonianos. Observamos o aumento das concentracdes de
MDA, dos niveis de nitrito/nitrato e uma diminuicao significativa da SOD. O tratamento com
o resveratrol foi capaz de prevenir o aumento nos niveis de MDA e de nitrito/nitrato no
estriado lesionado e no mesencéfalo, como também foi capaz restaurar os niveis de SOD no

estriado, protegendo contra o aumento das EROs e o0 estresse oxidativo (MENEZES, 2012).
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Uma das mais conhecidas propriedades do resveratrol € a antioxidante, atenuando a
acumulacdo de EROs. Dados da literatura mostram que o resveratrol é capaz de impedir
aumento das EROs e a morte por apoptose causada por um dano oxidativo (LIMA et al.,
2016). Assim é possivel que parte da neuroprotecdo do resveratrol observada no nosso estudo
se deva as propriedades antioxidantes do resveratrol.

Pangeni e colaboradores comprovaram em estudos histopatoldgicos que as alteracdes
degenerativas presentes no modelo de DP foram diminuidas nos grupos tratados com a
nanoemulsdo de resveratrol em associacdo com a vitamina E. Eles observaram que o0s niveis
de GSH e SOD foram significativamente maiores e o nivel de MDA foi significativamente

menor no grupo tratado com nanoemulsdo de resveratrol.

Além dos estudos in vivo, estudos in vitro em cultura de células SN4741 também
demonstraram o efeito neuroprotetor do resveratrol, protegendo do estresse oxidativo, em
modelos experimentais utilizando o MPTP (ZENG et al., 2017).

Estudo recente provou que o resveratrol restaurou o equilibrio redox como
evidenciado pela supressdo da atividade da xantina oxidase e da formacdo de carbonilos
protéico, além da preservacdo do estado dos antioxidantes intracelulares através da ativagdo
da glutationa peroxidase e da via de sinalizacdo Nrf2. Neste estudo foi utilizado o modelo da
rotenona (1,5 mg/kg, s.c.) administrada diariamente por 21 (vinte e um) dias e o tratamento
foi realizado com o resveratrol na dose de 20 mg/kg/dia por gavagem em um periodo de 3
(trés) semanas (GABALLAH et al., 2016).

A TH é uma enzima envolvida na sintese de dopamina e um marcador molecular de
neurdnios dopaminérgicos. Na DP ocorre uma deficiéncia de TH, assim como baixos niveis
de dopamina, assim ela tem sido usada como um marcador para neurénios que contém
catecolaminas e tem sido utilizada para proporcionar mapas de sistemas contendo
catecolaminas (CUELLO, 1978; Da CUNHA et al., 2008; BLANDINI et al., 2000). No
presente trabalho a lesdo pela 6-OHDA promoveu a diminuicdo da imunorreatividade para
TH no corpo estriado e no mesencefalo. Estes resultados estdo em concordancia com a
literatura (SONG et al., 2012; MENEZES, 2012; CARMO et al., 2014) que demonstraram

que a 6-OHDA é capaz de diminuir a expressao de TH em neurénios dopaminérgicos.



125

O resveratrol promoveu uma protecdo nos neurdnios dopaminérgicos contra a 6-
OHDA, demonstrado pelo aumento da imunorreatividade para TH no estriado lesionado,
corroborando com estudos anteriores (MENEZES, 2012), mas ndo teve efeito de
neuroresgate ou reversivo, demonstrando que depois que a lesdo ja estd instalada o
resveratrol ndo consegue reverter o efeito. Assim, como tratamentos disponiveis na clinica
que s6 fazem a reposicdo da dopamina, mas ndo conseguem reverter a lesdo nos neur6nios

dopaminérgicos.

Srivastava e colaboradores (2012) observaram no modelo de parkinsonismo
experimental, em camundongo Swiss, induzido por paraquat (10 mg/kg) que sozinho ou em
combinacdo com maneb (30 mg/kg), duas vezes por semana, por 9 (nove) semanas, 0O
resveratrol na dose de 10 mg/kg i.p. diariamente aumentou a imunorreatividade para tirosina
hidroxilase na SNpc. Em outro estudo, Blanchet e colaboradores (2008) observaram a agéo
neuroprotetora do pré-tratamento com resveratrol nas doses de 50 e 100 mg/kg por duas
semanas, no modelo de parkinsonismo induzido pelo MPTP i.p em camundongos C57BL,
onde foi visto uma diminuicdo da deplecdo de estriatal DA, e manutencdo da

imunorreatividade para TH estriatal.

Também observamos que ocorreu a degeneracdo neuronal no estriado lesionado e no
mesencéfalo, Zeng e colaboradores (2017) observou que as células neuronais morreram por
apoptose apos a injecdo da neurotoxina . Neves e colaboradores (2015) também observaram a
morte dos neurdnios dopaminérgicos em um modelo de DP induzida pela 6-OHDA em ratos.
No nosso estudo o tratamento com o resveratrol seguindo um protocolo neuroprotetor
protegeu contra a degeneracdo neuronal no mesencéfalo. O resveratrol, no modelo de
traumatismo craniano em camundongos, diminuiu a expressdo protéica de p-JNK e Bcl-2,
diminuiu a expressao de Bax e o niUmero de neurénios positivos de fluorojade C, atenuando a
apoptose e a inflamacdo neuronal induzida por lesdes na via nigrostriatal via ativacdo da
sinalizagdo c-JNK (LI et al., 2017). Assim é possivel que no nosso trabalho o resveratrol
tenha protegido os neurdnios por inibir o processo de apoptose induzido pela 6-OHDA.

O DAT ¢é o transportador transmembrana de dopamina que fica localizado na
terminacdo nervosa pré-sinaptica, onde é responsavel por capturar a dopamina que fica
disponivel na fenda sinaptica, através da recaptacdo pré-sinaptica desse neurotransmissor. Os

receptores dopaminérgicos apresentam alteracGes na DP. A perda de dopamina mesencefalica
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na doenca de Parkinson é acompanhada de uma perda do DAT (TYSNES; STORSTEIN,
2017).

O DAT € um componente vital para manutencdo dos niveis de DA, sendo responsavel
pela recaptagdo da DA pela membrana pré-sinaptica no estriado. Assim, a diminui¢do do
DAT estriatal na DP é considerado o principal fator do prejuizo motor (CHOTIBUT et al.,
2012). Observamos uma diminuigdo do DAT no estriado lesionado e na substancia negra dos
animais parkinonianos e o resveratrol reduziu este déficit de DAT possivelmente pelo
aumento na sobrevivéncia neuronal, favorecendo a recaptacdo da DA, colaborando para a
manutencdo dos niveis dopaminérgicos e contribuindo para a manutencao do padrdo motor do
animal (SINGH et al., 2013).

Existem evidéncias de que a neuroinflamacédo pode desempenhar um papel importante
na patogénese da DP. Na verdade, a ativacdo da microglia e a astrogliose na SNc e outras
areas afetadas, foram detectados em cérebro post mortem de pacientes com DP, além do
aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatorias. Assim como clinicamente ja se sabe que
pacientes com DP apresentam aumento de interleucinas inflamatorias, das ciclooxigenases e
de microglia ativada (BORTOLANZA et al., 2015). Pérem, poucos estudos avaliaram 0s
possiveis aumentos de citocinas pré-inflamatorias no plasma e no liquido cefaloraquidiano
(LCR) de pacientes com DP, surgindo assim um possivel valor no diagndstico ou
rastreamento no progresso da DP pela analise dessas citocinas (DELGADO-ALVARADO et
al., 2017).

O dano nigro-estriatal causado pela infusdo neurotoxina 6-OHDA esta associado com
uma resposta inflamatoria. A ativacdo microglial é detectavel no estriado. A partir da primeira
semana apoés a infusdo de 6-OHDA seguindo até a terceira semana. Na substancia negra a
microglia j& é ativada na primeira semana pos-injecdo, antes da perda de células e com a
degeneracgédo neuronal, esta tende a diminuir (BLANDINI et al., 2008). Dessa forma a acgdo
anti-inflamatéria do resveratrol pode influenciar na sobrevivéncia dos neurénios

dopaminérgicos através da reducédo da geracdo de EROs.

Modelos animais de DP através da injecdo da 6-OHDA levam ao aumento da ativacao
de micrdglia e astrdcitos, aumentando a neuroinflamagdo (CARMO et al., 2014; NEVES et
al., 2015; KEMPURAK et al., 2016; GHADERY et al., 2017). Nossos resultados mostraram

que os animais parkinsonianos apresentaram aumento da expressao de CD11b e GFAP, ou
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seja, de microglia e astrocitos ativados no estriado lesionado e na substancia negra,

corroborando com o estudo anteriormente citado.

O controle da inflamagéo estd associado com a neuroprotecao em diferentes doencas
neurodegenerativas (MARCHETTI; ABBRACCHIO, 2005). Tanto as células microgliais
quanto os astrdcitos respondem rapidamente a uma situacdo adversa mudando sua morfologia,
multiplicando-se e migrando para o sitio de injaria. Essas reacGes sdo nomeadas de gliose
reativa (microgliose e astrogliose) e envolve a expressao de proteinas estruturais especificas e
receptores de superficie celular. A astrogliose é caracterizada pelo aumento de filamentos
intermediarios, como a vimentina e o a proteina acida fibrilar glial (GFAP), que é
acompanhado pela hipertrofia e aumento do nimero de astrdcitos (ZHANG et al., 2009). A
microgliose aumenta a expressdo de novo de marcadores moleculares como CD11b e
antigenos MHC (complexo principal de histocompatibilidade) (McGEER; McGEER, 2002),
assim como a liberacdo de espécies reativas de oxigénio, proteases e citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1p ¢ TNF-a, que ocasionam um ciclo de auto-propagacdo da

neuroinflamacdo e neurodegeneracdo (MONIF et al., 2009).

A cicloooxigenase-2 (COX-2) também conhecida como prostaglandin-endoperoxide
synthase 2é uma enzima que em humanos é codificada pelo gene Ptgs2. A COX-2 é
altamente expressa em tecidos inflamados e acredita-se que produzem prostaglandinas (PGs)
envolvidas em processos inflamatérios (LEE; YANG, 2013). A expressdo do gene COX-2
pode ser induzida por muitas citocinas e fatores de crescimento, por meio da ativacdo de
proteinas reguladoras da transcricdo que atuam sobre esses locais promotores (LEE; YANG,
2013; LEE et al., 2013). Assim, a COX-2 parece ser a principal resposavel pela sintese de
PGE2 em resposta a inflamacéo. A inibicdo da via inflamat6ria mediada por COX-2 pode,
portanto, proporcionar uma abordagem terapéutica para doencas inflamatorias. Na DP ela esta
envolvida diretamente na neuroinflamacéo (TYSNES; STORSTEIN, 2017).

No nosso trabalho comprovamos um aumento das células COX-2 positivas no estriado
lesionado e na substéncia negra, corroborando com outros estudos usando camundongos
expostos a neurotoxina MPTP (LIMA et al., 2016). O resveratrol protegeu contra 0 aumento

dessas células marcadoras de neuroinflamacao nas areas analisadas.

Tsai e colaboradores (2017) demonstraram que a regulacdo positiva COX-2 e 0 seu

metabolito a PGE2 estdo implicados em varias doencas inflamatdrias, € que o resveratrol em
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um modelo de artite reumatdide in vitro em células FLSs humanas, foi capaz de reduzir a
expressao de COX-2 / PGEZ2, a atividade de NADPH oxidase e a geracdo de EROs.

Jin e colaboradores (2008) demonstraram o efeito antiinflamatério do resveratrol em
modelo animal de parkinsonismo induzido pela injecdo unilateral de 6-OHDA em ratos
Sprague-Dawley onde ocorreu diminui¢do dos niveis de COX-2, TNFa e NO, na substancia
negra dos animais dos animais lesionados. A regulacdo ascendente da COX-2 e 0 seu
metabolito PGE2 estdo implicados em véarias doencas inflamatorias, inclusive as

neurodegenerativas com a DP (TSAl et al., 2017)

A interleucina 1 beta (IL-1pB) € uma citocina pro-inflamatdria, sua liberagdo promovida
pelo ATP é capaz de induzir ou aumentar a liberacdo de 6xido nitrico, ativar a COX-2, a
formar o &nion superdxido e outros mediadores inflamatérios (ARULKUMARAN et al.,
2011). Na DP ocorre a liberacdo de EROs que ird mediar a ativacao da caspase-1 e IL-1 3, e
isto pode esta correlacionado com o processo inflamatério no modelo da 6-OHDA. As EROs
iniciam a sinalizacoa de p38/JNK via ativacdo de ASK1 com posterior morte por apoptose
dos neurdnios na DP (JHA et al., 2015)

No presente trabalho observamos que houve um aumento da Il-1B no estriado
lesionado, levando a neuroinflamacéo dessa regiao nos animais parkinsonianos. O resveratrol
foi capaz de proteger esse processo inflamatdrio diminuindo a expressdo da citocina pro-
inflamatoria, corroborando com outro estudo de modelo de DP induzido por rotenona em
ratos onde o resveratrol na dose de 20 mg/kg/dia por trés semanas protegeu do aumento dos
niveis de caspase-3 e de IL-1p no cerebro desses animais (GABALLAH et al., 2016).

Li e colaboradores (2017) mostraram que o reseveratrol também esta envolvido na
diminuicdo nos nivies de outros marcadores inflamatérios, além do IL-1f , como a IL-6 e
TNK-a , e na expressdo de outras proteinas (Bax e Bcl-2) associadas com a morte neuronal

por apoptose.

Gibovan e Plamondon (2015) demonstram uma atividade antiinflamatoria do
resveratrol no modelo de isquemia global em ratos, com a diminuicdo expressdo dos
transportadores de glutamato tipo 1, das micrdglias e dos astrécitos no hipocampo apos sete

dias de tratamento apds a isquemia.
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A glicogénio sintase quinase-3 (GSK-3) tem um papel critico em funcbes celulares
substanciais, incluindo sinalizacdo celular, proliferacdo e apoptose. O GSK-3 consiste em
duas isoformas, GSK-3a e GSK-3p, este ultimo é encontrado em maior quantidade no cérebro
(GRIMES; JOPE, 2001). O GSK-3B é uma proteina quinase citosélica constitutivamente
ativa, sua ativacdo participa na patogénese de muitos distdrbios, incluindo céancer,
neuroinflamacgdo e doengas neurodegenerativas. Recentemente, uma grande variedade de
investigacGes sugerem que o GSK-3B pode regular a apoptose celular e a sobrevivéncia
através de vias de morte celular mediadas por mitocdndrias, como a que ocorre no modelo de
DP induzido pela neurotoxina 6-OHDA (ZENG et al., 2017).

Jha e colaboradores (2015) mostraram que a via PIK3/AKT estéa ativada nos neurdnios
degenerados, assim o AKT ativado interage com varios mediadores como JNK, FoxO, GSK-3
limitando a apoptose, impedindo ativacdo de microglia e neuroinflamacéo, evitando o
acumulacdo de EROs e mantendo niveis de estresse oxidativo controlados. Esta via a
PIK3/AKT também pode desempenhar um papel fundamental na apoptose, no modelo de in
vitro de neuroblastoma humano SH-EPlexpostas ao MPP +, a via foi capaz diminuir ainda
mais a regulacdo do JNK e a atividade apoptdtica relacionada, resultando na inativacdo do
GSK-3p. Assim, ocorre um efeito citoprotetor da via PIK3/AKT/GSK-3p por inativacdo da
morte celular por apoptose.

A inativacdo da GSK-3f pela via de sinalizagdo PIK3/AKT também participa da
regulacdo de caminhos inflamatorios, foi demonstrado que a inducdo pela Akt da GSK-3p
modulava negativamente a via NF-B. Além disso, demonstrou-se que a GSK-3f inibe a
producéo de citocinas pro-inflamatérias (como IL-1p, IL-6 e TFN-a) e aumenta a liberacdo de
citocinas anti-inflamatorias (como IL-10) (GOLPICH et al., 2015).

Observamos no nosso estudo uma diminui¢cdo do GSK-3p no estriado lesionado e na
substancia negra dos animais parkinsonianos, corroborando com estudos recentes que
demonstram que a desregulacdo da GSK-3p esta associada a patogénese de algumas doencas
neurodegenerativas, tais como a DP (ZENG et al., 2017).

Quando ocorre a lesdo neuronal esta via PIK3/AKT ¢ ativada positivamente e diminui
a concentracdo do GSK-3p e, consequentemente ocorre um aumento na morte celular por
apoptose (GOLPICH et al., 2015). Assim o reestabelecimento dos niveis de GSK-3p pelo
resveratrol como observado no nosso estudo sugere um efeito antiapoptotico deste. O

resveratrol conseguiu proteger esta diminuigdo nas duas areas cerebrais analisadas.
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Em vista do exposto podemos afirmar que o resveratrol exerceu uma agdo
neuroprotetora contra 0s danos motores, cognitivos e danos olfativos no modelo experimental
de DP induzido pela neurotoxina 6-OHDA em ratos. Mantendo os niveis das monoaminas,
principalmente a dopamina, noradrenalina e serotonina, e diminuindo a degeneragéo neuronal.
Este efeito neuroprotetor ocorreu por um mecanismo que envolve a diminui¢do da inflamacéo
e da apoptose, 0 aumento da proteina transportadora de DA, e possivelmente seu efeito

antioxidante.



131

6 CONCLUSAO

- O resveratrol protegeu os animais parkinsonianos de danos motores induzidos
pela 6-OHDA.

- No modelo de parkinsonismo utilizado ndo observamos déficit na atividade
locomotora, porém foi visto um déficit no equilibrio e no comportamento motor fino e na
discriminagdo olfatoria nos testes do rotarod e no cilindro. O resveratrol protegeu 0s animais

desses déficits.

- Os animais parkinsonianos apresentaram um comportamento depressivo-simile
com deplecdo das monoaminas (dopamina, serotonina e noradrenalina) e que foi protegido
pelo tratamento com resveratrol. Também diminuiu a expressdo do receptor dopaminérgico
D2.

- A 6-OHDA promoveu déficit na memdria aversiva e espacial. O resveratrol
protegeu os animais parkinsonianos contra os déficits nas memdrias aversiva recente e tardia,

como também na espacial.

- A degeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos pela 6-OHDA foi demonstrada
através da diminuicdo da imunorreatividade para Tirosina Hidroxilase e pelo aumento da
coloracdo FluorojadeC. O resveratrol protegeu da degeneracdo dos neurénios e aumentou 0s

niveis da proteina transportadora de dopamina no estriado lesionado e na substancia negra

- O resveratrol apresentou efeito neuroprotetor sobre a resposta inflamatdria
produzida pela neurotoxina 6-OHDA diminuindo a astrogliose (GFAP), a microgliose (CD11-
b), restaurando os niveis de COX-2, IL-1p e GSK-3f possivelmente diminuindo a apoptose

das células neuronais.
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Figura 73 — Modelo proposto dos possiveis mecanismos de acdo neuroprotetor do resveratrol

em animais parkinsonianos.
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O resveratrol diminui a producdo de EROs (espécies reativas de oxigénio) diminuindo o estresse oxidativo;
atenuou a degeneracdo neuronal através do aumento da TH (tirosina hidroxilase) e DAT (transportador de
dopamina) e diminuindo o fluorojade C; aumentou a expressdo do GSK-3p (quinase glicogénio sintase 3 beta)
promovendo um efeito antiapoptético; diminuiu a ativagdo de microglia e de astrécitos promovendo a
diminuigdo da liberacdo de mediadores inflamatérios, como IL-1pB (interleucina 1 beta); também diminuiu a
ativacdo de COX-2 (ciclooxigenase 2) atenuando o processo inflamatério.
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