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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa, caracterizada pela
destruicdo dos neurdnios nigroestriatais dopaminérgicos. Ha uma busca incessante por
agentes capazes de inibir a degeneracdo neuronal. Muitos estudos tém contribuido para
elucidar a fisiopatologia da doencga de Parkinson, e essas descobertas disponibilizam uma
variedade de potenciais alvos para terapia neuroprotetora. Estudos demonstraram que a
agomelatina (AGO), um naftaleno andlogo da melatonina, possui a¢@es neurotroficas, que
estariam correlacionadas com possiveis efeitos neuroprotetores demonstrados em alguns
estudos com doengas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer e a esclerose lateral
amiotréfica. O presente trabalho tem como objetivo estudar os efeitos comportamentais e
neuroquimicos da agomelatina no modelo animal da doenca de Parkinson induzido por 6-
OHDA. Ratos Wistar machos (200-250g) foram submetidos a lesdo intraestriatal com 6-
hidroxidopamina (6-OHDA). Os animais foram divididos em 4 grupos: grupo sham, tratado
com salina, grupo controle 6-OHDA e os grupos tratados com AGO (5 e 10 mg/kg). Os
animais foram tratados 1 hora apés a les@o e depois diariamente por 21 dias. No 21° dia, 1
hora ap6s o ultimo tratamento, foi observado o comportamento rotacional induzido por
apomorfina, o teste rotarod e o teste de campo aberto e no 22° dia os animais foram
sacrificados e as areas cerebrais retiradas (corpo estriado-NB, hipocampo-HC e cortex pré-
frontal-CPF) para a determinacdo da peroxidacdo lipidica através do método do TBARS. A
Agomelatina reduziu o nimero de rotacdes induzida por apomorfina em torno de 20% a 42%
em comparagdo com o grupo controle 6-OHDA. Houve recuperacdo do déficit motor
evidenciado nos testes de rota rod e campo aberto. O tratamento com AGO reduziu o estresse
oxidativo, com diminui¢do dos niveis de nitrito em 55 % em NB na dose de 10 mg/kg em
comparagdo com o grupo controle 6-OHDA. O tratamento com AGO reduziu a peroxidagédo
lipidica no HC em 20 % e 39%, NB em 24 % e 54%, nas doses de 5 mg/Kg e 10 mg/Kg,
respectivamente e no CPF houve reducgédo de 27% na dose de 10 mg/Kg, quando comparado
ao grupo 6-OHDA controle. Além de reduzir o estresse oxidativo e a peroxidacdo lipidica, o
tratamento com AGO recuperou os niveis de glutationa. A agomelatina reverteu parcialmente
0 déficit motor induzido por 6-OHDA e reduziu o estresse oxidativo, mostrando ser um

possivel agente neuroprotetor.

PALAVRAS-CHAVES: Agomelatina, melatonina, doenca de Parkinson, estresse oxidativo,

parkinsonismo, 6-hidroxidopamina.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by the destruction of
nigrostriatal dopaminergic neurons. There is a constant search for agents capable of inhibiting
neuronal degeneration. Many studies have contributed to elucidate the pathophysiology of
Parkinson's disease, and these findings provide a variety of potential targets for
neuroprotective therapy. Studies have shown that agomelatine (AGO), a naphthalene analog
of melatonin, has neurotrophic actions that may be correlated with possible neuroprotective
effects shown in some studies with neurodegenerative diseases such as Alzheimer's disease
and Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS). This work aims to study the behavioral and
neurochemical effects of agomelatine in the animal model of Parkinson's disease induced by
6-OHDA. Male Wistar rats underwent lesion with intrastriatal 6-hydroxydopamine (6-
OHDA). The animals were divided into 4 groups: sham group treated with saline; 6-OHDA
control group and the groups treated with AGO (5 and 10 mg / kg). The animals were treated
one hour after the lesion and daily thereafter for 21 days. At day 21, one hour after the last
treatment, apomorphine-induced rotational behavior was observed, the behaviors tests rotarod
and openfield were performed and in the 22th day the animals were sacrificed and the brain
areas removed (striatum body-NB, hippocampus-HC and prefrontal cortex-CPF) for
determination of lipid peroxidation by TBARS method. AGO reduced the number of
apomorphine-induced rotations around 20% to 42% compared with the control group 6-
OHDA. There was partial recovery of the motor deficit evidenced both the rota rod tests and
open field test. Treatment with AGO reduced oxidative stress, with decreased levels of nitrite
by 55% in the NB at the dose of 10 mg / kg compared with the 6-OHDA control group.
Treatment with AGO reduced lipid peroxidation in HC by 20% and 39%, in NB at 24% and
54% at doses of 5 mg / kg and 10 mg / kg, respectively, and in the CPF there was 27%
reduction in the dose of 10 mg / kg, compared to group 6-OHDA control. In addition to
reducing oxidative stress and lipid peroxidation, treatment with AGO recovered glutathione
levels. Agomelatine partially reversed motor deficits induced by 6-OHDA and reduced

oxidative stress, showing that a potential neuroprotective agent.

Keywords: Agomelatine, melatonin, Parkinson’s disease, oxidative stress, parkinsonism, 6-

hidroxidopamin.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Parkinson é caracterizada por uma degeneracao lenta e progressiva
dos neurbnios dopaminérgicos da substancia negra,e apresenta como sintomas clinicos
principais o tremor de repouso, a rigidez, a bradicinesia-hipocinesia, a postura em flex&o, a
perda dos reflexos posturais e o fenémeno do congelamento (MOSLEY et al., 2006).

A razdo dos pacientes portadores da doenca de Parkinson exibirem baixos niveis
de dopamina cerebral ocorre devido a degeneracdo da via dopaminérgica nigroestriatal, que é
composta de neurdnios dopaminérgicos cujos corpos celulares estdo localizados na substancia
negra parte compacta e cujos axonios e nervos terminais sao encontrados no corpo estriado
(PRZEDBORSKI, 2005). E caracterizada patologicamente pela destruicdo dos neurdnios
nigroestriatais dopaminérgicos e a presenca de inclusdes citoplasméaticas denominadas
corpusculos de Lewy. A neuropatologia da DP ndo esta restrita apenas a via nigroestriatal,
anormalidades histologicas podem ser encontradas em outros grupos de células
dopaminérgicas e até ndo dopaminérgicas (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003). Cerca de 10%
dos pacientes apresentam uma mutacéo relacionada a doenca de Parkinson, o restante ndo

apresenta mutacéo conhecida, caracterizando a forma esporadica.

1.1 Epidemiologia da doenca de Parkinson

A frequéncia da doenca de Parkinson depende dos critérios diagnosticos,
populacdo estudada e métodos epidemioldgicos utilizados. Conhecendo estas consideraces,
uma metanalise de 47 estudos revelou que a prevaléncia mundial da Doenca de Parkinson foi
de 0,3% na populacdo geral acima de 40 anos. Os dados sugerem que existam 7,5 milhoes de
pessoas com doenca de Parkinson atualmente. A prevaléncia aumenta de 41 por 100.000
pessoas com idades entre 40-49 anos, para 1900 por 100.000 pessoas com idades de 80 anos
ou mais. Estima-se que haverd 9 milhdes de pessoas com doenca de Parkinson em 2030. A
incidéncia varia de 8 a 18,6 casos por 100.000 pessoas (PRINGSHEIM, 2014). A doenca de
Parkinson é a segunda doenca degenerativa mais comum depois da deméncia de Alzheimer. E
uma doenca de distribuicdo universal e atinge todos 0s grupos étnicos e classes socio-
econdmicas.

Um estudo realizado no Brasil estimou uma prevaléncia de aproximadamente 3%
em idosos com idade acima de 64 anos, semelhante ao resultado de outros estudos

americanos, europeus e de paises orientais (BARBOSA et al, 2006).



1.2 Modelo experimental da doenca de Parkinson

Para entender melhor a fisiopatologia da doenca de Parkinson, e para o
desenvolvimento de novos tratamentos, é importante a utilizacdo de modelos animais da
doenca de Parkinson, onde novas drogas e estratégias terapéuticas podem ser testadas.

A 6-hidroxidopamina (6-OHDA) é uma das neurotoxinas mais comuns utilizadas
experimentalmente em modelos de degeneragdo da substancia negra, tanto in vitro como in
vivo. E incapaz de atravessar a barreira hematoencefalica, sendo necessaria a administragio
diretamente na estrutura cerebral que se deseja lesar. A injecéo bilateral de 6-OHDA na SNc
ou em outras regides cerebrais provoca uma elevada mortalidade neuronal, principalmente
dos neurdnios catecolaminérgicos (BLANDINI et al.,, 2008). 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. Produz
lesGes na substancia negra pela inducdo da producdo de perdxido de hidrogénio e espécies
reativas do oxigénio, como radical hidroxil, e também pela inibicdo do complexo |
mitocondrial (MILLER et al., 2009).

A injecdo unilateral de 6-OHDA no estriado provoca a morte de todos 0s
neurdnios dopaminérgicos no mesencéfalo do lado aplicado e redugdo da concentracdo de
dopamina no lado correspondente do estriado, gerando um modelo valido de uma fase
adiantada da DP com intensas alteragfes motoras. Esses animais apresentam comportamento
rotatorio contralateral em relacdo a lesdo quando tratados com agonistas da dopamina, tais
como a apomorfina. Esse comportamento pode ser explicado pela superexpressdo dos

receptores dopaminérgicos na porcao lesada do estriado. (KIM et al., 1998).

1.3 Fisiopatologia da doenga de Parkinson

Estudos sugerem que o mecanismo de morte neuronal na DP envolve o acumulo
da proteina a-sinucleina mutante nos neurdnios dopaminérgicos que desencadeia uma cascata
de eventos, caracterizada pela participacdo de varias fatores como os radicais livres, a
disfuncdo mitocondrial, a excitotoxicidade, a inflamacéo e a apoptose (HIRSCH; JENNER;
PRZEDBORSKI et al, 2013).

Collins e colaboradores (2012), baseado em modelos neurotdxicos da DP, sugeriu
que a degeneracao dos neurdnios dopaminérgicos na substancia negra ndo resulta da ativacdo

de apenas um unico fato deletério, mas da convergéncia de maltiplos fatores patogénicos.
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1.3.1 Agregacdo proteica da alfa sinucleina e comportamento pridnico

Mutagbes no gene presente no cromossomo 4g21.3-q22, que codifica a proteina
alfa sinucleina emergiu como um dos mais importantes elementos de neurodegeneracédo
(MARIES et al., 2003). Esta proteina esta presente nos corpusculos de Lewi, inclusGes
citoplasmaticas tipicas de neurénios em degeneracdo na doenca de Parkinson, na forma de
agregados (HISHIKAWA et al, 2003). A presenca de alfa sinucleina nos corpusculos de Lewi
é uma evidéncia do envolvimento desta proteina na doenca de Parkinson. Mutagdes no gene
que codifica a alfa sinucleina ocasionam uma forma agressiva de doenca de Parkinson
(POLYMEROPOULOS et al, 1997.). Acredita-se que esta proteina, quando mal conformada
em sua estrutura molecular, apresenta a capacidade de formar agregados com capacidade de
danificar membranas celulares de organelas como mitocondrias e vesiculas de dopamina
(LASHUEL et al, 2002). Esta alteracdo da estrutura molecular da alfa sinucleina estaria
relacionada a mutagGes no gene que a codifica ou como um fendmeno associado ao
envelhecimento (MEREDITH; HALLIDAY; TOTTERDELL, 2004).

Algumas observacdes em ratos transgénicos, em ratos normais e em seres
humanos sugerem que de algum modo a alfa sinucleina de conformagdo molecular anormal
pode ser transmitida de neurdnio para neurénio e causar uma neurodegeneracao semelhante

aquela vista na doenca de Parkinson. (LUK et al, 2012).
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1.3.2 Deficiéncia na protedlise

A homeostase proteica celular, primariamente, € mantida por trés processos
coordenados: chaperonas moleculares, o sistema ubiquitina-proteossoma e a via lisossémica-
autofagica. Juntos, controlam o reparo, a remocdo e a renovacdo proteica. Quando estes
processos sdo inibidos ou funcionam de maneira deficiente, proteinas anormais, tais como a
alfa sinucleina mutante, podem ter sua conformacdo alterada e se agregar, ocasionando
disfuncdo do tréfico molecular intracelular e morte da célula (GHAVAMI et al, 2014).

As proteinas Parkina, Pink 1 e DJ-1 interagem entre si e formam um complexo
que promove a degradacdo de proteinas estruturalmente defeituosas, via sistema ubiquitina-
proteossoma. Esta observacao é notavel uma vez que mutacdes nos genes da Parkina, Pink 1 d

DJ-1 estdo associadas com formas recessivas de doenca de Parkinson (XIONG et al, 2009).

1.3.3 Disfun¢do mitocondrial

O envolvimento da mitocondria na doenca de Parkinson foi inicialmente sugerido
pela descoberta de uma associagdo entre um analogo da meperidina, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetraidropiridina (MPTP) e parkinsonismo. A oxidagdo do MPTP produz 1-metil-4-
fenilpiridio (MPP+) que é captado pelas terminagdes dopaminérgicas e inibe seletivamente a
atividade do complexo I mitocondrial, alterando a homeostasio do célcio, induzindo estresse
do reticulo endoplasmatico e resultando e dano celular. (PRZEDBORSKI et al, 2004). Outra
evidéncia do envolvimento direto da disfuncdo mitocondrial € suportada pelo achado que a
atividade do complexo | mitocondrial é reduzida em 32 a 38 por cento na substancia negra de
pacientes com doenca de Parkinson esporadica (SCHAPIRA et al, 1989). A utilizacdo do
pesticida Rotenona em ratos ocasiona uma degeneracdo seletiva da substancia negra,
culminando em sintomas parkinsonianos. Este pesticida é um inibidor potente do complexo |
mitocondrial, resultando na geracdo de radicais livres e dano celular oxidativo (SHERER et
al, 2003).
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1.3.4 Estresse oxidativo

A hipotese do estresse oxidativo postula que a producdo inapropriada de espécies
reativas de oxigénio resulta em neurodegeneracdo. Fontes de estresse oxidativo incluem a
disfuncdo mitocondrial, processos inflamatorios relacionados a glia, como também
processamento anormal da alfa sinucleina e degradacdo proteica aberrante. Radicais livres
sdo capazes de reagir com diversos compostos ou alvos celulares, causando danos teciduais
por interagirem com carboidratos, acidos nucléicos (DNA), proteinas e lipidios (AHLSKOG,
2005). E possivel que o estresse oxidativo também contribua para alteragBes na estrutura
protéica. Esta nocdo é suportada pelo fato de o oxido nitrico, um radical livre presente em
guantidades anormalmente altas em pacientes com doenca de Parkinson, reage com a enzima
isomerase dissulfito, uma chaperona que previne a agregacao proteica localizada no reticulo
endoplasmatico e normalmente responsavel pelo desdobramento e transporte proteico
(UEHARA et al, 2006).

O dano oxidativo ocorre devido ao desequilibrio entre a producdo dos radicais
livres e as defesas antioxidantes celulares. Através da respiracdo celular normal ou da
respiragdo mitocondrial desregulada, grandes quantidades de espécies reativas do oxigénio
podem ser produzidas e desencadear efeitos deletérios no delicado equilibrio neuronal do
SNC. Ha diversos sistemas celulares antioxidantes que neutralizam os radicais livres como a
glutationa peroxidase e redutase, a superoxido dismutase (SOD), a catalase, a glutationa, a
vitamina E, a vitamina C, e outras substancias capazes de inativar ou reduzir a formacao dos
radicais livres (TEJADA et al, 2007).

Dentre os sistemas antioxidantes enddgenos, a glutationa (GSH) é o principal
antioxidante enddgeno do cérebro, que sequestra radicais livres, reduz os perdxidos e pode ser
conjugada a compostos eletrofilicos, portanto protege as células com mdltiplas defesas contra
as espécies reativas do oxigénio e os seus produtos. Uma reducdo da atividade dessa enzima
antioxidante pode levar ao aumento da concentracdo do &nion superoxido e do peroxido de
hidrogénio, que podem gerar radicais hidroxila, resultando na iniciacdo e propagacdo da
peroxidacao lipidica e consequente dano celular (RAZA et al., 2013).

Os mecanismos responsaveis pela neurodegeneracdo na doenca de Parkinson sdo
complexos e ainda ndo estdo totalmente elucidados. Entre os varios tipos de neurbnios que
degeneram nesta doenca, h& um consenso que a perda dos neurdnios dopaminérgicos na
substancia negra, parte compacta, € a responsavel pelos sintomas motores e tem direcionado

os tratamentos sintomaticos (FAHN; SULZER, 2004). Parece haver um pequeno numero de
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caracteristicas celulares que conferem wvulnerabilidade neuronal na doenga de Parkinson,
como atividade autdbnoma, potenciais de acdo amplos, axdnios longos, muito ramificados e
pouco mielinizados e uso de neurotransmissores monoaminergicos (SULZER; SURMEIER,
2013). Um crescente nimero de evidéncias indica que o dano oxidativo e a disfuncéo
mitocondrial contribuem para a cascata de eventos que leva a degeneracdo destes neurénios
(SCHAPIRA; JENNER 2011). Estes fenémenos sao suportados por analises de cérebros post-
mortem que revelaram niveis aumentados de subprodutos da peroxidacdo lipidica dano
oxidativo em proteinas, no DNA e no RNA (JENNER, 2003). A ligacdo entre o estresse
oxidativo e a degeneracdo neuronal é, adicionalmente, demonstrada pelos modelos animais
em que sdo utilizadas neurotoxinas que causam estresse oxidativo, como a 6-OHDA
(CALLIO; OURY; CHU, 2005), MPTP, Rotenona e Paraquat (PRZEDBORSKI; et al, 2004;
PERIER et al, 2003).

Além da doenca de Parkinson, outras doencas neurodegenerativas, incluindo a
doenca de Alzheimer, doenca de Huntington e a esclerose lateral amiotréfica sdo associadas
ao estresse oxidativo apesar de possuirem caracteristicas clinicas e patoldgicas distintas. Este
fato sugere que o0 estresse oxidativo € um mecanismo comum que contribui para a
neurodegeneracdo (ANDERSEN, 2004).

Evidéncias apontam que ndo sO o estresse oxidativo, mas também o estresse
nitrosativo esta relacionado a neurodegeneracdo (HUNOT et al, 1996). O estresse nitrosativo
¢ mediado pela producdo de espécies reativas do nitrogénio, estas geradas pela reacdo de
superdxidos com oxido nitrico, produzido pela acdo da enzima Oxido nitrico sintase, que se
apresenta em trés isoformas: endotelial, neuronal e induzivel em células gliais, culminando na
formacéo de peroxinitrito (SZABO; ISCHIROPOULCQOS; RADI, 2007).

O oxido nitrico inibe varias enzimas, incluindo os complexos mitocondriais | e
IV, levando a geracdo de espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo. Reage também
com proteinas, alterando sua funcdo e com lipidios levando a peroxidagdo lipidica. O
peroxinitrito que € um agente oxidante mais potente que o Oxido nitrico, pode induzir a
fragmentacdo do DNA, a peroxidacdo lipidica e prejudica a producdo de dopamina (CARR;
MCCALL,; FREI, 2000).

O papel do estresse nitrosativo na doenca de Parkinson também € evidenciado
através de estudos patoldgicos que evidenciam um aumento da expressdo das enzimas 6xido
nitrico sintase induzivel e 6xido nitrico sintase neuronal nos ganglios da base (HUNOT et al,
1996; EVE et al, 1998). A producao de espécies reativas do nitrogénio e, portanto, o estresse

nitrosativo podem ser verificadas também em modelos experimentais da doenca de Parkinson,
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como o0 modelo MPTP e 0 modelo 6-OHDA (SCHULZ et al, 1995; GUO; BEZARD; ZHAO,
2005).

1.3.5 Metabolismo do ferro

Os ions metalicos de ferro ou cobre possuem a habilidade de mover elétrons, o
gue constitui a base para a iniciacdo e propagacdo de muitas das reacfes de radicais livres
mais nocivas. Assim, o radical hidroxila é formado pela interacdo entre um ion metélico
(Fe3+), o anion superdxido e o perdxido de hidrogénio, em uma reacdo denominada reacdo de
Fenton. Além disso, na presenca de metais de transicdo, mais comumente o Fe2+, o peroxido
de hidrogénio é reduzido a radical hidroxil (OH) via reacdes de Haber-Weiss ou Fenton. Essas
reacOes geram grande quantidade de radicais livres e estdo diretamente relacionadas com o0s
danos celulares mediados por estresse oxidativo (NICHOLLS, 2008).

O ferro tem um papel critico no metabolismo oxidativo e também serve como um
cofator na sintese de neurotransmissores. Sua concentracdo esta aumentada em 50% na
substancia negra de pacientes com Parkinson em relacdo a controles, sugerindo que o seu
metabolismo anormal poderia ser implicado no desenvolvimento da doenca de Parkinson
(DUSEK; JANKOVIC; LE, 2012).

1.3.6 Mecanismos imunoldgicos e inflamatdrios

A neuroinflamagdo € um componente-chave na indugdo e progressao de processos
degenerativos no SNC. Estudos demonstram que a neuroinflamacdo é um importante
mecanismo fisiopatolégico das doencas neurodegenerativas no SNC, principalmente através
do aumento da expressdo de genes relacionados a producdo de mediadores inflamatorios e
neurotoxicos, que contribuem para a cascata de eventos que levam a lesdo e morte celular
(TAYLOR et al., 2013).

Mecanismos imunoldgicos tém sido implicados na patogénese da doenca de
Parkinson. A evidéncia € proveniente do achado de niveis elevados de citocinas pro-
inflamatorias (TNF — alfa, interleucina 1 beta e interferon gama) em pacientes com doenca de
Parkinson (HIRSCH et al, 2003). Inibicdo da ciclooxigenase-2 previne a formacdo de
quinonas toxicas em modelos animais de MTPT (TEISMANN et al, 2003).

Durante a inflamacdo, ocorre a liberacdo de mediadores inflamatérios, como: a

prostaglandina E2 (PGE2) e citocinas, como a interleucina 1 beta (IL1B) e o fator de necrose
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tumoral alfa (TNFa). A literatura descreve uma regulagdo positiva do gene da ciclo-oxigenase
tipo 2, que possui papel importante na producdo de PGE2, um importante mediador
inflamatorio, e atualmente associado ao desenvolvimento de doencas neurodegenerativas
como as doencas de Alzheimer, Huntington e Parkinson (BARTELS; LEENDERS, 2009).

1.3.7 Neurotransmissdo monoaminérgica na doencga de Parkinson

A importancia da dopamina como o neurotransmissor mais envolvido no controle
motor esté diretamente associada as consequéncias clinicas decorrentes da degeneracédo da via
nigroestriatal, como aquelas observadas na doenca de Parkinson: tremor, rigidez e acinesia. A
doenca de Parkinson € caracterizada pela degeneracdo de estruturas subcorticais, constituidas
pelos nucleos da base (também chamado de estriado, que compreende o nucleo caudado, o
putdmen e o globo palido), o subtdlamo e a substancia negra, que agem como um sistema
acessorio ao cortex cerebral e ao sistema cortico-espinhal fornecendo informacg6es de padrdes
complexos de movimento (STOCCHI, 2009).

O sistema dopaminérgico inerva todos os nucleos da base, através da via
nigroestriatal e, provavelmente, exerce um importante controle modulatorio dos circuitos
neuronais (vias direta e indireta). Os nucleos da base fazem parte de um complexo circuito
neuronal organizado em paralelo para integrar atividades de diferentes regides corticais. Além
disso, os nucleos da base sdo intimamente interconectados com o locusceruleus (nucleo
noradrenérgico), nucleo da rafe (neurénios serotonérgicos) e a formacéo reticular. O chamado
“circuito motor” €, na verdade, o mais importante na fisiopatologia do movimento (OBESO et
al., 2008).

A modulacdo mediada pelos nudcleos da base ocorre pelo balango entre dois
circuitos que ligam o estriado ao globo palido, a via direta e a via indireta. A dopamina
estimula a via direta e inibe a via indireta. Desta forma ela funciona como um modulador dos
nacleos da base, pois quando liberada no estriado facilita 0 movimento. Isso explica a lentiddo
de movimentos e a rigidez muscular na doenca de Parkinson, visto que a degeneracdo dos
neurdnios nigroestriatais causa a reducdo da concentracdo de dopamina no estriado, e
conseqiientemente disturbios de movimento (HAMANI, LOZANO, 2003).

Todas essas alteragdes podem ter relacdo com as disfungbes que ocorrem
principalmente devido a reducdo das concentracbes de dopamina e 0 consequente

desequilibrio dos outros sistemas (como o sistema colinérgico, serotonérgico, gabaaérgico e
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glutamatérgico) que estdo integrados e onde a dopamina exerce um importante papel

modulatério.

1.3.8 A hipdtese do duplo golpe

Crescente evidéncia sugere que a doenca de Parkinson tem um longo periodo de
prodromos no qual caracteristicas ndo motoras se desenvolvem, em particular,
comprometimento da olfacdo, disfuncdo vagal e distarbios do sono. Baseado nestas
constatacdes, a hipdtese do duplo golpe postula que um agente neurotropico e neurot6xico
teria acesso ao sistema nervoso central atraves de duas vias: a via da mucosa nasal e do bulbo
olfatorio e, ao ser deglutido, entraria em acdo a via intestinal, através das aferéncias vagais.
Deriva dai a denominagdo “duplo golpe”. Agentes suspeitos incluem virus com tropismo
pelas vias aéreas, produtos quimicos dentre outros implicados. Este agente neurotéxico ao ter
acesso aos neurdnios da substancia negra causaria uma serie de alteracfes metabolicas nestas
células que culminaria na apoptose e neurodegeneracdo das mesmas, COmo uma reacao em
cadeia. (HAWKES; TREDICI; BRAAK, 2007).

1.3.9 Genética e doenga de Parkinson

A pesquisa em genética da doenca de Parkinson tem crescido principalmente apos
a descoberta da primeira mutacao responsavel pela doenca de Parkinson familiar, presente no
gene que codifica a proteina alfa sinucleina (POLYMEROPOULOS et al, 1997). Desde entdo
mais de duas dizias de genes que causam a doenca de Parkinson ou sdo fatores de risco para a
mesma foram descobertos. Cerca de 10% das pessoas com doenca de Parkinson apresentam
uma mutacdo conhecida. Os 90% restantes dos pacientes tem a forma esporadica, onde néo se

verifica sinais de heranga genética clara. (SINGLETON et al, 2013).

1.4 Agomelatina e a doenca de Parkinson

A agomelatina, um naftaleno andlogo da melatonina, € um potente agonista do
receptor da melatonina (MT1 e MT2) e antagonista do receptor 5SHT2C da serotonina que
possui efeitos antidepressivos em varios modelos animais de depressdo (BARDEN et al, 2005)
e ansiedade (MILLAN et al, 2005). No Brasil, a agomelatina foi recentemente liberada como

antidepressivo pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Segundo a Agéncia
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Europeia de Regulagdo de Medicamentos (EMEA), a agomelatina representa um importante
avango no tratamento da depressdo. A agomelatina é um antidepressivo com mecanismo de
acao inteiramente novo, uma vez que sua atividade ndo se baseia em mecanismos classicos,
tais como a inibicdo do metabolismo ou recaptacdo de monoaminas. A agomelatina é um
agonista dos receptores da melatonina e antagonista dos receptores de serotonina 5HT2C
(SAN; ARRANZ, 2008).

Embora existam algumas diferencas entre 0 mecanismo de acdo da melatonina e
da agomelatina, seus efeitos estdo correlacionados e s&o muito parecidos principalmente
devido a semelhanca estrutural desses dois compostos (HARDELAND; POEGGELER, 2012).
A melatonina apresenta muitos efeitos benéficos contra o dano oxidativo celular, como um
aumento da atividade do complexo | mitocondrial e efeito antioxidante (SRINIVASAN et al,
2011). A acgdo neuroproterora da Agomelatina tem sido documentada em modelos 6-OHDA
em outros estudos (DABBENI-SALA et al. 2001). Em outro estudo, a melatonina demostrou
uma reducdo da peroxidagdo lipidica no estriado, hipocampo e mesencéfalo induzidas pelo
MPTP (ACUNA-CASTROVIEJO et al. 1997).

Estudos prévios realizados pelo nosso grupo de neurofarmacologia verificaram
efeitos neuroprotetores da melatonina no modelo de Parkinson induzido por 6-OHDA, e sendo
a agomelatina um analogo da melatonina, com efeitos ndo s6 em receptores da melatonina,
mas também como antagonista 5HT2C, haveria a possibilidade desse composto também
apresentar efeitos neuroprotetores (AGUIAR et al., 2002, 2005).

Alguns estudos verificaram possiveis efeitos neuroprotetores da agomelatina,
como por exemplo, o estudo realizado por Gressens e colaboradores (2008) demonstrou que a
agomelatina e melatonina, ambos agonistas totais nos receptores de melatonina, apresentaram
potentes propriedades neuroprotetoras em um modelo de excitotoxicidade na substancia
branca que mimetiza a leucomaléacia humana em camundongos recém-nascidos. Este modelo é
preditivo de efeitos neuroprotetores e neurotréficos em situagdes fisiopatoldgicas. Segundo os
autores, a agomelatina sendo uma droga segura e bem tolerada, com demonstrada eficécia
clinica em distarbios depressivos major, poderia, portanto, fazer parte do arsenal terapéutico
disponivel em um futuro préximo para o tratamento de doengas neurodegenerativas.

Marinescu e colaboradores (2011) demonstraram que a agomelatina apresentou
efeito neuroprotetor em hipocampo e cortex frontal no modelo de depressao induzido por
hipercortisolemia. Foi sugerido que esse efeito poderia estar relacionado com inibi¢do do

estresse oxidativo.
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O tratamento com melatonina no modelo MPTP ocasionou um aumento da
atividade do complexo | mitocondrial, reduzindo o grau de disfuncdo mitocondrial e
peroxidacdo lipidica. Sabe-se que a disfuncdo mitocondrial € uma caracteristica de varias
doengas neurodegenerativas, em epecial da doenca de Parkinson. A constatacdo da melhora da
atividade do complexo | mitocondrial pela melatonina é relevante para estudos de potencias
terapias na doenga de Parkinson (TAPIAS et al. 2009). Estes dados apontam para um efeito
antioxidante da melatonina por aumento da atividade do complexo | mitocondrial além do
efeito sequestrador de radicais livres (HARDELAND et al. 2011).

A constatacdo de que a expressdo dos receptores da melatonina MT1 e MT2
encontra-se reduzida na amigdala e na substéncia negra de pacientes com doenca de Parkinson
indica que ha a possibilidade de que o sistema melatonergico esteja envolvido nos mecanimos
de alteracao do sono e na fisiopatogenia geral da doenca de Parkinson (ADI et al. 2010;
SRINIVASAN et al, 2011).

Embora os efeitos anti-inflamatérios dos inibidores da receptacdo da serotonina
terem sido 0s mais extensivamente caracterizados, existem evidéncias de que outras classes de
antidepressivos também possuem propriedades semelhantes. Com relacdo a agomelatina,
assim como outros antidepressivos mais novos, mais estudos sdo necessarios para comprovar
essa atividade anti-inflamatoria (WALKER, 2013).

Mais estudos, portanto devem ser desenvolvidos para verificar o possivel efeito
neuroprotetor da agomelatina em outros modelos de lesdo cerebral para comprovar essa

hipdtese.
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2 RELEVANCIA

Em contraste com outras doencas neurodegenerativas, hd uma boa resposta a
terapia sintomatica na doenca de Parkinson, pelo menos nas fases precoces. Em estagios
iniciais as medicacdes podem proporcionar uma boa qualidade de vida. A medida que a
doenca evolui, no entanto, estas terapias perdem sua eficacia e os efeitos colaterais sobrepdem
os beneficios do tratamento. Atualmente ndo ha tratamentos para a doenca de Parkinson que
modifiquem a evolucéo da doenca ou previnam a morte neuronal (BEZARD et al., 2013). E
necessario e urgente, portanto, o desenvolvimento de novas terapias que possam modificar o
curso da doenca e ndo apenas tratar temporariamente os sintomas. Diante deste fato, o
presente estudo se propds a verificar os possiveis efeitos neuroprotetores da Agomelatina, um

analogo da melatonina em modelo experimental da doenca de Parkinson em ratos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar os efeitos comportamentais e neuroquimicos da agomelatina no modelo
experimental da doenga de Parkinson induzido por injecdo intraestriatal unilateral de 6-

hidroxidopamina em ratos.

3.2 Especificos:

a) verificar e mensurar o desempenho, nos testes comportamentais, dos animais

submetidos a leséo intraestriatal com 6-hidroxidopamina;

b) avaliar os efeitos da agomelatina no estresse oxidativo, através da
determinacdo dos niveis de derivados do estresse nitrosativo (nitrito) em
hipocampo, cértex pré-frontal e nucleos da base dos animais submetidos a leséo
intraestriatal com 6-OHDA,;

c) determinar os efeitos da agomelatina sobre o grau de peroxidacdo lipidica
através da determinacgdo dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) em hipocampo, cortex pré-frontal e ndcleos da base dos animais

submetidos a lesdo intraestriatal com 6-OHDA;

d) determinar os efeitos da agomelatina sobre os sistemas antioxidantes
enddgenos através da determinacdo dos niveis de glutationa reduzina (GSH) no
hipocampo, no cdrtex pré-frontal e nos ndcleos da base dos animais submetidos a
leséo intraestriatal com 6-OHDA.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com peso variando entre 250-300g
provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC. Os
animais foram mantidos em caixas de prolipropileno com no maximo 6 animais, a
temperatura média de 24 + 2°C em ciclos de alternancia claro/escuro de 12 horas, recebendo
racao padrdo e agua a vontade.

4.2 Aspectos éticos

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
(CEPA) da Universidade Federal do Ceard, com ndmero 04/2016 e o0s experimentos

realizados de acordo com as normas internacionais de uso de animais em experimentacéao.

4.3 Delineamento experimental

Os animais foram divididos em quatro grupos: grupo falso operado ou sham,
grupo controle, e dois grupos de intervencdo, tratados com Agomelatina nas doses de 5
mg/Kg e 10mg/Kg respectivamente. Todos os grupos foram submetidos a cirurgia com
injecdo estereotdxica unilateral no corpo estriado e em seguida receberam tratamentos via
intraperitoneal. O grupo sham foi operado com injecdo estereotadxica unilateral no corpo
estriado de solucdo aquosa a 1% de hidroxietilcelulose (HEC) e, apds uma hora da cirurgia,
tratados tambem com esta mesma solucdo administrada por via intraperitoneal diariamente. O
Grupo controle foi operado com injecdo estereotdxica unilateral no corpo estriado de 6-
OHDA e, uma hora apés a cirurgia, foi tratado com solucdo aquosa de HEC a 1% via
intraperitoneal diariamente. Os dois grupos intervencdo foram operados com injecdo
estereotaxica unilateral no corpo estriado de 6-OHDA e uma hora apds o término da cirurgia
0s animais receberam Agomelatina (Valdoxan 25mg Servier ®) diluida em solucdo aquosa
com 1% de hidroxietilcelulose (HEC), nas doses de 5 e 10 mg/kg, respectivamente, via
intraperitonial diariamente. Todos os animais foram tratados durante 21 dias. Ap6s o periodo
de tratamento (1 hora ap6sa administracdo do Gltimo tratamento via intraperitoneal), os

animais foram submetidos aos testes comportamentais: teste rotacional, teste do campo aberto
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e teste do bastdo rotatorio (ou rotarod test). No 22° dia, os animais foram sacrificados e
tiveram as seguintes areas cerebrais dissecadas: cortex pré-frontal (CPF), nucleos da base
(NB) e hipocampo (HC) para posteriores analises neuroquimicas. Para estas analises foram

utilizadas as amostras do lado operado. Adiante, dois quadros de resumos dos experimentos.

Tabela 1 — Protocolo de Tratamento Experimental

Grupo Tratamento Dose (mg/Kg) Administragcdo  Duracéo (dias)
Sham AD i.p. 21
Controle AD .p. 21
Grupo 5 Ago 5 i.p. 21
Grupo 10 Ago 10 .p. 21

Fonte: elaborada pelo autor. HEC: Hidroxietilcelulose; i.p: intraperitoneal. Grupo 5: grupo intervencédo tratado
com agomelatina 5Smg/kg; Grupo 10: grupo intervencdo tratado com agomelatina 10mg/Kg. Ago: Agomelatina
(Servier) diluida em solugéo 1% de HEC. AD: Agua destilada em solugdo 1% de HEC.

Quadro 1 — Delineamento

12 dia 218dia  22%dia
1 1 1
+ ) S |
E %

inicio do experimenta:

cirurgia estereotaxica
L * izacy i
g incicio do tratamenta Realizacdo dos testes comportamentais

** Eutanasia dos animais, dissecacdo das estruturas
cerebrais e posteriores analises neuroquimicas.

Fonte: Elaborada pelo autor. Nota: No 1° dia os animais foram operados com injecdo unilateral no corpo
estriado de solugdo de HEC ou de 6-OHDA, a depender do grupo. Em seguida tratados com solucdo de HEC ou
Agomelatina por 21 dias. No 21° dia foram realizados testes comportamentais para avaliar o desempenho motor.
No 22° dias os animais foram sacrificados e tiveram amostras do sistema nervoso recolhidas para analises
neuroquimicas.
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4.4 Injecdo estereotéxica unilateral com 6-OHDA

Os animais foram anestesiados com ketamina (Cetamin 10%, Syntec®, 100
mg/kg, i.p.) e com xilasina (Xilazin 2%, Syntec ®, 5 mg/kg, i.p.) e receberam uma injecéo
estereotaxica unilateral de 6-OHDA (duas injecbes de 1ul de uma solucdo de 6-OHDA
dissolvido em salina 0,9% contendo 0,2% de &cido ascérbico em uma concentracdo final de
12 ug/ul dentro do corpo estriado direito (AP 0,9/1,4; ML 3,8; DV 3,3 a partir do bregma), de
acordo com o atlas de Paxinos e Watson (PAXINOS; WATSON 1986), usando uma seringa
Hamilton de 5 ml . A seringa foi deixada no local de aplicagdo por 2 minutos para assegurar
que o seu conteldo tenha sido injetado corretamente e depois ela foi retirada cuidadosamente
(KIM, et al, 1998).



24

4.5 Estudo comportamental

45.1 Teste rotacional

Os animais foram submetidos ao teste rotacional no vigésimo primeiro dia apés a
lesdo com 6-OHDA, uma hora ap6s o ultimo tratamento. O comportamento rotacional foi
determinado através do monitoramento das rotacdes induzidas pela apomorfina (3 mg/kg, i.p.,
que induz um comportamento rotacional na direcdo contraria a lesdo (lado contralateral)) e o
namero de rotacBes completas em volta do préprio eixo foi observado durante 60 minutos
(KIM et al, 1998).

4.5.2 Teste do bastéo rotatério (Rotarod)

O teste do Rota Rod mesura o efeito do relaxamento muscular ou desordem da
coordenacdo motora ocasionada pela acdo de drogas em animais (OLIVEIRA et al, 2008). Os
animais foram colocados com as quatro patas sobre uma barra separada por amplas abas que
possibilitam a andlise comportamental de cada animal. No modelo para ratos, sdo quatro
divisdes, cujo rotor apresenta didmetro de 7 cm, possibilitando o estudo simultaneo de 4
animais, com uma rotacdo de 4 a 40 rpm, por um periodo de 5 minutos, ap6s 1 hora da
administracdo de Agomelatina (5 e 10 mg/Kg; per o0s) ou veiculo (salina 0,9% per 0s). Foram
registrados: tempo de laténcia (tempo até a primeira queda, em segundos), o tempo de
permanéncia na barra giratoria (tempo total que o animal permaneceu na barra, em segundos)
e 0 numero total de quedas (DUNHAM; MIYA, 1957).

4.5.3 Teste do Campo Aberto

Este teste é baseado na metodologia descrita por Sielgel (1946) e validado por
Archer (1973), e permite uma avaliacdo da atividade locomotora do animal. Os animais serao
colocados no centro da arena, 60 minutos apos o Gltimo tratamento, em um campo-aberto
confeccionado em acrilico com 60 cm de comprimento, 60 cm de largura, 60 cm de altura,
dividido em 12 arenas. Estes animais permanecerdo nesse campo-aberto durante 5 minutos,
serdo avaliados a atividade exploratéria (numero total de cruzamentos), o nimero total do
levantar e ficar sobre as duas patas traseiras (rearing). Este teste serd desenvolvido em um

ambiente tranquilo e desprovido de barulho, sendo aplicada ao local uma iluminacdo
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vermelha. Apds o tempo estipulado o animal testado sera retirado e o campo-aberto sera

limpo, para evitar o cheiro do animal anterior.

4.6 Dissecacdo das &reas cerebrais

No 22° dia ap6s a cirurgia, os animais foram devidamente sacrificados e, logo em
seguida, os encéfalos foram retirados rapidamente e colocados sobre papel aluminio numa
placa de Petri com gelo. Em seguida o hipocampo (HC), os nucleos da base (NB), consistindo
no corpo estriado (caudado, putdmen e globo péalido) e o cortex pré-frontal (CFP), foram
isolados das estruturas circunjacentes por divulsionamento. Apds a dissecacao, cada area foi

colocada em papel aluminio sobre gelo, pesada e armazenada a -20 °C.

4.7 Determinacéo da concentracdo de nitrito

Em condic¢bes acidas o nitrito reage com a sulfonilamida formando um composto
intermediario, o sal diazonico. Em seguida este sal reage com o N-naftil-etilenodiamina
(NEED) formando um azo estavel de coloracdo pdrpura, com o pico de absorbancia em 540
nm.

Para a determinagédo da producdo de Nitrito/Nitrato, primeiramente foi preparado
uma curva padrdo. Para isso, foram pesados 6,9 mg de NaNO, e dissolvidos em 10 mL de
agua destilada. Em seguida foram feitas as diluicdes em série (10 e 20x), ficando 1 mM, 100
UM, 10 uM, 5 uM, 2,5 uM, 1,25 pM, 0,625 uM, 0,312 uM. Foi realizada uma equacdo da
reta para o célculo das concentracdes do teste (GREEN; TANNEMBAUN; GOLDMAN,
1981). Para a determinacdo da concentracdo de nitrito em cada tecido, foram preparados
homogenatos das areas cerebrais a 10% (w/v) em solucéo de fosfato de potassio 150 mM, pH
7,4, apos centrifugagdo (11000 g por 15 min a 4°C), os sobrenadantes foram coletados e a
producdo de Oxido nitrico (NO) determinada através da reacdo de Griess. Uma aliquota de
100 pL do sobrenadante foi incubada com 100 puL do reagente de Griess [sulfanilamida 1%
em H3PO, 1%/N-(-1-naphthyl)-ethylenediamine 0,1%/ H3PO4 1%/diluido em agua (1:1:1:1)]
a temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro a
540 nm. A concentragdo de nitrito (uM) foi determinada a partir de uma curva padriao de

NaNO,.
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4.8 Determinacao da peroxidacdo lipidica

Teste baseado na reacdo do acido tiobarbiturico com os produtos de
decomposicdo dos hidroperdxidos. Um dos principais produtos formados no processo
oxidativo de lipidios é o malonildialdeido.

O grau de lipoperoxidagdo em corpo estriado de ratos foi medido através da
determinacdo das concentracfes de substancias reativas do acido tiobarbiturico (TBARS),
conforme o método de Draper e Hadley (1990). Foram preparados homogenatos da area
cerebral a 10% em solucdo fosfato de potassio 150 mM, pH 7,4. Um volume de 0,25 mL do
homogeneizado levado ao banho maria 37 °C por 1 hora e precipitado com 400 uL de acido
perclérico 35%, apds centrifugacdo (14000 g por 15 mim a 4°C), o sobrenadante foi
transferido e acrescido 200 pL de solucdo de acido tiobarbiturico 1,2%. Apos banho de agua
fervente (95-100 °C por 30 min). O contetdo de TBARS foi determinado em
espectrofotdbmetro a 532 nm. Os resultados foram expressos em micromol de malonildialdeido
(MDA) por mg de tecido.

4.9 Determinacéo da concentracdo de glutationa reduzida (GSH)

A glutationa é o maior agente antioxidante produzido por células animais, e o qual
pode ser encontrado em sua forma oxidada (GSSG) ou reduzida (GSH) (SCHOLZ et al.,
1989; POMPELLA et al., 2003).

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

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

Preparou-se 0 homogenato a 10% em EDTA 0,02 M, em seguida foi retirado 400
puL desse homogenato e adicionado 320 uL de agua destilada e mais 80 pL de acido
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tricloroacético a 50%. O material foi agitado e centrifugado (3000 g/15 min/4 °C). Em
seguida foi recolhido 400 puL do sobrenadante e acrescido 800 pL de tampao Tris-HCI 0,4 M,
pH 8,9 ¢ mais 20 uL de DTNB 0,01 M. Apo6s 1 minuto da reacdo foi feita a leitura da
coloracdo em 412 nm, através de um espectrofotbmetro. A concentracdo da glutationa
reduzida foi expressa em nanograma de GSH por grama de tecido.

4.10 Analise estatistica

Todos os valores numéricos foram apresentados como erro padrdo da média
(EPM) e submetidos a anélises de diferencas estatisticas através da analise de variancia (One-
way ANOVA), seguido pelo teste de Comparacdes Mdltiplas de Bonferroni. Consideraram-se
os valores com P<0,05 como estatisticamente significativos. A analises estatisticas foram
realizadas no programa GraphPad Prism, versdo 4.0, (San Diego, CA, EUA). Adicionalmente,

todos os experimentos foram realizados por observadores “cegos”.
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5 RESULTADOS

5.1 Teste rotacional:

Foi administrada apomofina (3 mg/kg, i.p.) 21 dias apds a injecdo intraestriatal de
6-OHDA e os animais exibiram comportamento rotacional na dire¢do oposta ao lado da leséo
(rotacdo contralateral). Um aumento significativo no namero de rotacdes induzidas por
apomorfina foi observado nos animais controles lesionados com 6-OHDA, quando
comparado ao grupo falso operado (sham) (344,8+28,3 vs. 2+0,5 rotagdes/h; [F (3, 35)=25,21,;
p<0.0001]).

Uma recuperacdo motora parcial foi observada nos animais lesionados com 6-
OHDA e tratados com agomelatina na dose de 10 mg/kg (AGO 5), que reduziu
significativamente o numero de rota¢c6es induzidas por apomorfina em torno de 43 %, quando

comparados com o grupo controle lesionado com 6-OHDA (Gréfico 1).
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Figura 1 — Comportamento rotacional induzido por apomorfina em ratos com lesdo

estriatal por 6-OHDA, tratados com agomelatina (5 e 10 mg/kg, i.p. diariamente durante

21 dias).
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Fonte: Elaborada pelo autor. Nota: Os resultados sdo expressos como média + EPM do ndmero de experimentos
(5-7). Foi usado o teste ANOVA e Bonferroni como teste post hoc. Sham: grupo sham; -: grupo controle; 5:
grupo tratado com agomelatina 5mg/Kg; 10: grupo tratado com agomelatina 10mg/kg. ***: p<0,001 em relacéo

ao grupo sham; ##: p>0,01 em relag&o ao grupo controle.



30

5.2 Teste rota rod (bastéo rotatorio)

No teste rotarod observou-se que 0s animais tratados com a agomelatina
apresentaram um tempo de laténcia até a queda 100% maior em relagdo ao grupo controle,
tanto no grupo que recebeu a dose de 5mg/kg como no que recebeu a dose de 10mg/kg
(Figura 2). O tempo de permanéncia total embora maior no grupo tratado, ndo apresentou
significancia estatistica com relacdo ao grupo controle, mas o tempo de permanéncia no grupo
controle em relacdo ao grupo Sham foi 40% menor (Figura 3). Com relacdo ao nimero de
quedas, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre o grupo controle e o grupo

sham, nem entre o grupo tratado e o grupo controle (Figura 4).
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Figura 2 — Tempo de laténcia de queda no rota rod em ratos com lesdo estriatal por 6-

OHDA, tratados com agomelatina (5 e 10 mg/kg, i.p. diariamente durante 21 dias).
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Fonte: Elaborada pelo autor. Nota: Os resultados sdo expressos como média + EPM do ndmero de experimentos
(5-7). Foi usado o teste ANOVA e Bonferroni como teste post hoc. Sham: grupo sham; -: grupo controle; 5:
grupo tratado com agomelatina 5mg/Kg; 10: grupo tratado com agomelatina 10mg/kg; *:p<0,05 em relagéo ao
grupo sham; #p<0,05 em relacdo ao grupo controle.
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Figura 3 — Tempo de permanéncia no rota rod de ratos com lesdo estriatal por 6-OHDA,

tratados com agomelatina (5 e 10 mg/kg, i.p. diariamente durante 21 dias).
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Fonte: Elaborada pelo autor. Nota: Os resultados sdo expressos como média = EPM do niimero de experimentos
(5-7). Foi usado o teste ANOVA e Bonferroni como teste post hoc. Sham: grupo sham; -: grupo controle; 5:

grupo tratado com agomelatina 5mg/Kg; 10: grupo tratado com agomelatina 10mg/kg. *:p<0,05 em relacdo ao
grupo sham.
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Figura 4 — Numero de quedas no rota rod em ratos com lesdo estriatal por 6-OHDA,

tratados com agomelatina (5 e 10 mg/kg, i.p. diariamente durante 21 dias).
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Fonte: Elaborada pelo autor. Nota: Os resultados sdo expressos como média + EPM do ndmero de experimentos
(5-7). Foi usado o teste ANOVA e Bonferroni como teste post hoc. Sham: grupo sham; -: grupo controle; 5:
grupo tratado com agomelatina 5mg/Kg; 10: grupo tratado com agomelatina 10mg/kg.
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5.3 Teste do campo aberto

A andlise estatistica indicou diferencas significativas no nimero de cruzamentos
no teste de campo aberto. O grupo lesionado com a 6-OHDA apresentou um declinio de cerca
de 78% sobre na atividade locomotora quando comparado ao grupo falso operado

O tratamento com agomelatina na dose de 10 mg/kg, promoveu aumento da
atividade exploratéria horizontal em 4 vezes, quando comparado com 0 grupo controle
lesionado com 6-OHDA (Figura 5).

Na avaliacdo da atividade exploratoria vertical (rearing), os resultados mostraram
gue os animais do grupo falso operado (sham) apresentaram uma maior frequéncia de rearing
quando comparado ao grupo 6-OHDA controle. Com relagdo aos grupos tratados com
agomelatina houve um aumento em cerca de 5 vezes na atividade exploratoria na dose de 10

mg/Kkg, i.p., quando comparado ao grupo 6-OHDA controle (Figura 6).
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Figura 5 — Namero de cruzamentos no campo aberto de ratos com lesdo estriatal por 6-

OHDA, tratados com agomelatina (5 e 10 mg/kg, i.p. diariamente durante 21 dias).
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Fonte: Elaborada pelo autor. Nota: Os resultados sdo expressos como média = EPM do niimero de experimentos
(5-7). Foi usado o teste ANOVA e Bonferroni como teste post hoc. Sham: grupo sham; -: grupo controle; 5:
grupo tratado com agomelatina 5mg/Kg; 10: grupo tratado com agomelatina 10mg/kg. **: p<0,01 em relac¢do ao
grupo sham; #p<0,05 em relagdo ao grupo controle.
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Figura 6 — Numero de rearing no campo aberto de ratos com lesdo estriatal por 6-

OHDA, tratados com agomelatina (5 e 10 mg/kg, i.p. diariamente durante 21 dias).
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Fonte: Elaborada pelo autor. Nota: Os resultados sdo expressos como média + EPM do ndmero de experimentos
(5-7). Foi usado o teste ANOVA e Bonferroni como teste post hoc. Sham: grupo sham; -: grupo controle; 5:
grupo tratado com agomelatina 5mg/Kg; 10: grupo tratado com agomelatina 10mg/kg. *:p<0,05 em rela¢éo ao
grupo sham; ##: p>0,01 em relagéo ao grupo controle.
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5.4 Dosagem de nitrito

A concentracdo de nitrito em condigdes fisiologicas € baixa, entretanto, quando ha
estresse oxidativo esse valor se eleva muito acima do normal. Isso é o que acontece em &reas
cerebrais expostas a 6-OHDA como mostram os resultados do HC, NB, e CPF que
apresentaram um aumento de 380 %, 187 % e 133 % respectivamente (Falso operado:
5,6+1,3; 7,96x+0,56; 8,42+1,2; 6-OHDA:; 23,49+1,4; 23,3£3,4; 20,87+1,5 , respectivamente)
(Figuras 7,8 ¢ 9).

O tratamento com agomelatina na dose de 10 mg/kg, promoveu redugdo na
concentracdo de nitrito, apenas no hipocampo (34 %) e nos nucleos da base (38 %), quando
comparados ao grupo 6-OHDA controle de cada area cerebral correspondente (Figuras 7 e 8).

O tratamento com agomelatina na dose de 5 mg/kg, ndo reduziu a concentragéo de
nitrito em nenhuma das areas testadas, quando comparados ao grupo 6-OHDA controle de

cada &rea cerebral correspondente (Figuras 7, 8¢e 9).
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Figura 7 — Concentragdo de nitrito em hipocampo de ratos com lesdo estriatal por 6-

OHDA, tratados com agomelatina (5 e 10 mg/kg, i.p. diariamente durante 21 dias).
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Fonte: Elaborada pelo autor. Nota: Os resultados sdo expressos como média + EPM do ndmero de experimentos
(5-7). Foi usado o teste ANOVA e Bonferroni como teste post hoc. Sham: grupo sham; -: grupo controle; 5:
grupo tratado com agomelatina 5mg/Kg; 10: grupo tratado com agomelatina 10mg/kg. ***: p<0,001 em relacdo
ao grupo sham; ###p<0,001 em relagdo ao grupo controle



39

Figura 8 — Concentracdo de nitrito em nucleos da base de ratos com lesdo estriatal por

6-OHDA, tratados com agomelatina (5 e 10 mg/kg, i.p. diariamente durante 21 dias).
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Fonte: Elaborada pelo autor. Nota: Os resultados sdo expressos como média + EPM do ndmero de experimentos
(5-7). Foi usado o teste ANOVA e Bonferroni como teste post hoc. Sham: grupo sham; -: grupo controle; 5:
grupo tratado com agomelatina 5mg/Kg; 10: grupo tratado com agomelatina 10mg/kg. ***: p<0,001 em relacéo
ao grupo sham; **: p<0,01 em rela¢do ao grupo sham; #p<0,05 em relacdo ao grupo controle.
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Figura 9 — Concentragdo de nitrito em cortex pré-frontal de ratos com leséo estriatal por

6-OHDA, tratados com agomelatina (5 e 10 mg/kg, i.p. diariamente durante 21 dias).
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Fonte: Elaborada pelo autor. Nota: Os resultados sdo expressos como média + EPM do nimero de experimentos
(5-7). Foi usado o teste ANOVA e Bonferroni como teste post hoc. Sham: grupo sham; -: grupo controle; 5:
grupo tratado com agomelatina 5mg/Kg; 10: grupo tratado com agomelatina 10mg/kg. ***: p<0,001 em relacéo

ao grupo sham.
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55 Determinacdo da peroxidacédo lipidica

A peroxidacdo lipidica foi avaliada através da determinacdo de substancias
reativas ao &cido tiobarbittrico (TBARS) com a finalidade de demonstrar a neurotoxicidade
induzida pela 6-OHDA e os efeitos da agomelatina sobre o estresse oxidativo.

As figuras 10, 11 e 12 mostram os efeitos da administracdo da agomelatina nas
doses de 5 mg/Kg e 10 mg/Kg sobre o contetdo de malonildialdeido (MDA) no hipocampo
(HC), nucleos da base e cortex pré-frontal (CPF) respectivamente.

Os resultados mostraram que a exposi¢do das areas cerebrais HC, NB e CPF, a 6-
OHDA (6pg/ul) causou um aumento no conteddo de MDA de 100%, 175% e 102%
respectivamente quando comparado com o grupo sham, demonstrando que 0 estresse
oxidativo tem um papel importante no mecanismo de lesdo induzida pela 6-OHDA.

No HC o grupo lesionado e tratado com agomelatina na dose de 5 mg/kg
apresentaram uma reducgdo de 27% nos niveis de MDA e o grupo tratado com agomelatina na
dose de 10 mg/kg apresentou uma reducdo de 49% nos niveis de MDA quando comparado
com o grupo 6-OHDA controle (612,7+5,1) (Figura 10).

No NB o tratamento com agomelatina nas doses de 5 e 10 mg/kg reduziu
significativamente a concentracdo de MDA em cerca de 25% e 40%, espectivamente (Figura
11).

O tratamento com agomelatina foi capaz de reduzir a peroxidacéo lipidica no CPF
em 12%, na dose de 10 mg/Kg, respectivamente, 0 mesmo ndo ocorrendo na dose de 5mg/Kg
(Figura 12).
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Figura 10 — Determinacdo do TBARS em hipocampo de ratos com leséo estriatal por 6-

OHDA, tratados com agomelatina (5 e 10 mg/kg, i.p. diariamente durante 21 dias).
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Fonte: Elaborada pelo autor. Nota: Os resultados sdo expressos como média + EPM do ndimero de experimentos
(5-7). Foi usado o teste ANOVA e Bonferroni como teste post hoc. Sham: grupo sham; -: grupo controle; 5:
grupo tratado com agomelatina 5mg/Kg; 10: grupo tratado com agomelatina 10mg/kg. ***: p<0,001 em relacéo
ao grupo sham; **: p<0,01 em relacdo ao grupo sham; #p<0,05 em relacdo ao grupo controle ##: p>0,01 em
relacdo ao grupo controle.
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Figura 11 — Determinacdo do TBARS em nucleos da base de ratos com lesdo estriatal

por 6-OHDA, tratados com agomelatina (5 e 10 mg/kg, i.p. diariamente durante 21 dias).
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Fonte: Elaborada pelo autor. Nota: Os resultados sdo expressos como média = EPM do nimero de experimentos
(5-7). Foi usado o teste ANOVA e Bonferroni como teste post hoc. Sham: grupo sham; -: grupo controle; 5:
grupo tratado com agomelatina 5mg/Kg; 10: grupo tratado com agomelatina 10mg/kg. ***: p<0,001 em relacéo
ao grupo sham; #p<0,05 em relacdo ao grupo controle; ###p<0,001 em relacdo ao grupo controle
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Figura 12 — Determinacdo do TBARS em cortex pre-frontal de ratos com lesdo estriatal

por 6-OHDA, tratados com agomelatina (5 e 10 mg/kg, i.p. diariamente durante 21 dias).
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Fonte: Elaborada pelo autor. Nota: Os resultados sdo expressos como média + EPM do nimero de experimentos.
Foi usado o teste ANOVA e Bonferroni como teste post hoc. Sham: grupo sham; -: grupo controle; AGO 5:
grupo tratado com agomelatina 5mg/Kg AGO 10: grupo tratado com agomelatina 10mg/kg. ***: p<0,001 em
relacdo ao grupo sham; **: p<0,01 em rela¢do ao grupo sham; ##: p>0,01 em relacdo ao grupo controle.
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5.6 Glutationa

O estresse oxidativo foi avaliado também pela dosagem dos niveis de glutationa,
um tripeptideo aceito tradicionalmente como participante dos mecanismos de defesa celular
contra radicais livres.

As figuras 13, 14 e 15 mostram os efeitos da administracdo da agomelatina nas
doses de 5 mg/Kg e 10 mg/Kg sobre os niveis de glutationa no hipocampo (HC), nucleos da
base e cortex pré-frontal (CPF) respectivamente.

Os resultados mostraram que a exposicao das areas cerebrais HC, NB e CPF, a 6-
OHDA (6pg/ul) causou uma reducdo no contetdo de glutationa de 67 %, 73% e 57% (falso
operao HC: 334,2 + 20,58; NB 252 + 31,79; CPF 402,0 + 56,4; 6-OHDA HC: 104,8 + 10,9;
NB: 68,97 + 3,2; CPF 189,7 + 16,22) respectivamente quando comparado com o grupo sham,
comprovando que o estresse oxidativo tem um papel importante no mecanismo de leséo
induzida pela 6-OHDA.

No HC os grupos lesionados e tratados com agomelatina na dose de 5 mg/kg
apresentaram um aumento de 3x nos niveis de glutationa ( 338,6 + 31,84) e o grupo tratado
com agomelatina na dose de 10 mg/kg apresentou um aumento de 5x (534,6 + 83,77) nos
niveis de glutationa quando comparado com o grupo 6-OHDA controle (104,8+10,9). O grupo
tratado com agomelatina na dose de 10 mg/kg apresentou ainda um aumento nos niveis de
glutationa de 57% em relacdo ao grupo tratado com agomelatina 5 mg/kg (Figura 13).

No NB os grupos lesionados e tratados com agomelatina na dose de 5 mg/kg
apresentaram um aumento de 4x nos niveis de glutationa ( 288,9 + 24,93) e o grupo tratado
com agomelatina na dose de 10 mg/kg apresentou um aumento de 6x (418,5 + 24,33) nos
niveis de glutationa quando comparado com o grupo 6-OHDA controle (68,97+3,21). O grupo
tratado com agomelatina na dose de 10 mg/kg apresentou ainda um aumento nos niveis de
glutationa de 45% em relacdo ao grupo tratado com agomelatina na dose de 5 mg/kg (Figura
14).

No CPF os grupos lesionados e tratados com agomelatina 5 mg/kg apresentaram
um aumento de 94% nos niveis de glutationa ( 367,2 + 48,4) e 0 grupo tratado com
agomelatina na dose de 10 mg/kg apresentou um aumento de 150% (475,9 + 30,9) nos niveis

de glutationa quando comparado com o grupo 6-OHDA controle (189,7+16,22) (Figura 15).
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Figura 13 — Concentracdo de glutationa (GSH) em hipocampo de ratos com leséo
estriatal por 6-OHDA, tratados com agomelatina (5 e 10 mg/kg, i.p. diariamente durante

21 dias).
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Fonte: Elaborada pelo autor. Nota: Os resultados sdo expressos como média + EPM do ndimero de experimentos
(5-7). Foi usado o teste ANOVA e Bonferroni como teste post hoc. Sham: grupo sham; -: grupo controle; 5:
grupo tratado com agomelatina 5mg/Kg; 10: grupo tratado com agomelatina 10mg/kg. **: p<0,01 em relacdo ao
grupo sham; #p<0,05 em relagdo ao grupo controle; ###: p<0,001 em relagdo ao grupo controle; + : p<0,05 em
relagdo ao grupo 5.
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Figura 14 — Concentracdo de glutationa (GSH) em nucleos da base de ratos com lesao
estriatal por 6-OHDA, tratados com agomelatina (5 e 10 mg/kg, i.p. diariamente durante

21 dias).
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Fonte: Elaborada pelo autor. Nota: Os resultados sdo expressos como média = EPM do niimero de experimentos
(5-7). Foi usado o teste ANOVA e Bonferroni como teste post hoc. Sham: grupo sham; -: grupo controle 5:
grupo tratado com agomelatina 5mg/Kg; 10: grupo tratado com agomelatina 10mg/kg. ***: p<0,001 em relacdo
ao grupo sham; ###p<0,001 em relacdo ao grupo controle; ++ p<0,01 em relacdo ao grupo tratado 5.
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Figura 15 — Concentracédo de glutationa (GSH) em cortex pré-frontal de ratos com leséo
estriatal por 6-OHDA, tratados com agomelatina (5 e 10 mg/kg, i.p. diariamente durante
21 dias).
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Fonte: Elaborada pelo autor. Nota: Os resultados sdo expressos como média = EPM do niimero de experimentos
(5-7). Foi usado o teste ANOVA e Bonferroni como teste post hoc. Sham: grupo sham; -: grupo controle; 5:
grupo tratado com agomelatina 5mg/Kg; 10: grupo tratado com agomelatina 10mg/kg; **: p<0,01 em relac¢do ao
grupo sham; #p<0,05 em relacdo ao grupo controle; ###p<0,001 em relacdo ao grupo controle
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6 DISCUSSAO:

No presente estudo a 6-hidroxidopamina (6-OHDA) foi a neurotoxina utilizada
experimentalmente para induzir a doenga de Parkinson nos animais, foi utilizada a leséo
intraestriatal unilateral, nela as fibras nigroestriatais sdo destruidas unilateralmente atraves da
injecdo de 6-OHDA, e os animais respondem a agonistas dopaminérgicos, incluindo a
apomorfina, apresentando rotacdes contralaterais (no sentido contrario ao da lesdo)
(BLANDINI et al., 2008).

Os resultados do teste rotacional mostraram que a injecédo unilateral com 6-OHDA
no estriado produziu rotacdes induzidas por apomorfina, corroborando com os dados de
literatura descritos que apontam esse parametro como indicativo de estabelecimento da lesdo
e inducdo do modelo. Esse efeito provavelmente envolve supersensibilidade dos receptores
dopaminérgicos causada pela perda dos terminais dopaminérgicos, resultando em uma
significativa reducdo da concentracdo de dopamina no estriado lesionado com 6-OHDA
(JOGHATAIE et al., 2004).

Os resultados obtidos nos testes comportamentais apontam para um efeito de
melhora da fun¢do motora dos animais submetidos ao tratamento com agomelatina. De acordo
com Busquet, 2001, este efeito pode estar relacionado com a sua atividade anti-inflamatoria e
antioxidante, que culminou com a protecdo dos neurbnios dopaminérgicos contra a acao
lesiva dos radicais livres produzidos pela auto-oxidacdo da 6-OHDA, ativacdo do processo
inflamatorio e reducdo da morte neuronal com consequente reducdo da hipersensibilizacdo
dos receptores dopaminérgicos e recuperacdo dos niveis de dopamina, levando assim, a essa
recuperagdo motora.

Gupta e Sharma,(2014) verificaram efeito neuroprotetor da agomelatina em um
modelo experimental de doenga de Huntington, eles sugeriram que esse efeito poderia ser
atribuido a modulacdo dos receptores melatoninérgicos, especialmente o MT1 exercida pela
agomelatina e com isso inducdo de protecdo contra o estresse oxidativo, dano oxidativo
mitocondrial, apoptose e neurodegeneracao.

A 6-OHDA provoca destruicdo nigroestriatal causando disfuncdo motora nos
animais que pode ser evidenciada através da reducdo da atividade locomotora no campo
aberto e reducdo do desempenho motor no teste de rota rod. O déficit motor causado por 6-
OHDA esté diretamente relacionado ao grau de lesdo e destruicdo neuronal que ocorre através

de alguns mecanismos, entre eles o desequilibrio oxidativo que cursa geralmente com



50

aumento da acdo dos radicais livres, peroxidacdo lipidica e reducdo da acdo dos sistemas
antioxidantes enddgenos (DIDONET et al., 2014).

Kumar et al. (1995) utilizando o modelo experimental de lesdo estriatal por 6-
OHDA em ratos, mostraram que no corpo estriado desses animais houve aumento de cerca de
40 % na concentracdo de MDA (malonildialdeido), indicando altos niveis de peroxidacao
lipidica. Esses efeitos estavam associados a reducdo dos contetdos de enzimas antioxidantes
como GSH, SOD e GSH-Px (glutationa peroxidase), juntos esses fatores podem levar ao
aumento da geracdo de radicais livres e a morte neuronal.

Mansouri e colaboradores (2013) demonstraram que a lesdo com 6-OHDA
provocou aumento das concentracGes de MDA e reducdo das concentragfes de enzimas do
sistema antioxidante enddgeno, como catalase, glutationa peroxidase e superéxido dismutase.
Esses efeitos foram reduzidos com o tratamento com &cido géalico, e os autores sugeriram que
houve uma acao neuroprotetora desse composto contra o estresse oxidativo induzido por 6-
OHDA atraves da melhora da defesa antioxidante celular.

No presente trabalho os animais que receberam a 6-OHDA tiveram um aumento
do conteudo de MDA em todas as areas anatdmicas estudadas, assim como reducgéo dos niveis
de glutationa, corroborando o estresse oxidativo induzido por 6-OHDA. Houve também
aumento nas concentragdes de nitritos indicando a ocorréncia de estresse nitrosativo.

O tratamento com a agomelatina na dose de 10mg/Kg ocasionou uma redugéo dos
niveis de MDA em todas as areas cerebrais testadas. Foi também verificada uma maior
concentracdo de glutationa em todas as areas cerebrais estudadas, onde o melhor efeito foi
observado com a maior dose. Estes resultados estdo provavelmente associados a uma acgao
anti-oxidante da agomelatina e, além disso, podem estar associados também a capacidade
deste farmaco de melhorar a atividade do complexo | mitocondrial, contribuindo para reducéo
da neurotoxicidade da 6-OHDA.

Os resultados mostram também uma menor concentracdo de nitritos no
hipocampo e nos nlcleos da base na dose de agomelatina 10mg/Kg. Um dos efeitos
antiinflamatérios mais potentes da melatonina consiste na downregulation e na inibicdo da
oxido nitrico sintase induzida e neuronal (iNOS e nNOS), e sendo a agomelatina um analogo
da melatonina agindo nos mesmos receptores e com a mesma afinidade, a reducéo dos niveis
de nitrito e nitrato pode estar correlacionada possivelmente com esses efeitos (HARDELAND
et al., 2015) . Esses resultados mostram que a reducdo do desequilibrio oxidativo pode estar
relacionados com um possivel efeito neuroprotetor levando a uma reducdo da degeneracédo

neuronal e consequentemente a recuperagéo motora observada nos testes comportamentais.
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A melatonina é um antioxidante lipofilico, com potente acdo sequestradora de
radicais livres e propicia uma protecdo contra a reducdo da atividade do complexo |
mitocondrial (TAPIAS et al, 2009). A melatonina previne a apoptose neuronal causada por
radicais livres e € efetiva em reduzir a peroxidacdo lipidica em amostras cérebros de ratos
(SEWERYNEK et al, 1995). A opgéo por se utilizar a agomelatina, respalda-se em estudos
realizados com melatonina em modelos de doenga de Parkinson, que fornecem maior parte da
evidéncia do efeito neuroprotetor deste horménio.

A agomelatina é um anédlogo da melatonina recentemente introduzido na clinica
como antidepressivo, que age em ambos 0s receptores melatonérgicos MT1 e MT2 com
afinidade similar a melatonina (CARDINALI et al., 2013). A agomelatina apresenta alguns
efeitos similares aos da melatonina. Estudos mostram que a agomelatina também esta
evolvida com acgles antiexcitatorias, imunomodulagdo, inclusive propriedades anti-
inflamatorias, acdes antioxidantes, equilibrio do metabolismo energético, influéncia no fluxo
de elétrons mitocondrial, no poro de transi¢do de permeabilidade mitocondrial e na biogénese
mitocondrial (SRINIVASAN et al., 2011).

Além disso, foi demonstrado que a agomelatina € capaz de modular fatores
neurotroficos, como aumentar a expressao do fator neurotrofico derivado de cérebro (BDNF),
aumentar a neurogenese hipocampal e ativar varios sinais celulares relacionados com
regeneracdo celular (GUMUSLU et al., 2011).

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que 0s animais tratados com a
agomelatina tiveram melhor desempenho nos testes comportamentais. A agomelatina reverteu
as alteracBes neuroquimicas induzidas por 6-OHDA que foram analisadas Estes resultados
provavelmente ocorreram devido a efeitos como a inibi¢do do desequilibrio oxidativo, que

pode estar relacionado com um possivel efeito neuroprotetor.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3187674/#bibr170-1756285611406166
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7 CONCLUSAO

Os dados obtidos no presente estudo sugerem que pode haver um efeito
neuroprotetor ocasionado pela administragdo da agomelatina em modelo de doenga de
Parkinson induzido pela 6-Hidroxidopamina provavelmente através da interferéncia em
processos relacionados & geracdo de espécies reativas do oxigénio, assemelhando-se aos
resultados de estudos realizados com a melatonina, tornando mais robusta a evidéncia positiva
do efeito neuroprotetor e contribuindo para aumentar o leque de opgdes de drogas a serem

estudadas em humanos e que possam interferir favoravelmente na doenca de Parkinson.
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