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RESUMO
EFEITO NEUROPROTETOR DA SPIRULINA PLATENSIS NO PARKISIONISMO
EXPERIMENTAL INDUZIDO PELA 6-OHDA.

A doenca de Parkinson (DP) é um distdrbio neurodegenerativo do movimento
afetando 1% da populacdo na faixa etaria de 65 anos, caracterizada pela degeneracdo dos
neurbnios nigroestriatais dopaminérgicos na substancia negra pars compacta. O tratamento
atual da DP esta restrito ao alivio sintomatico, e até o presente momento ndo existem agentes
capazes de diminuir a degeneracao neuronal. A Spirulina platensis (Arthrospira) (SPI) é uma
cianobactéria que pode conter até 74% de proteinas, apresentando ac¢des anti-inflamatérias e
antioxidantes. Considerando a importancia da inflamacéo e do estresse oxidativo na doenca de
Parkinson (DP), os possiveis efeitos neuroprotetores SP1 foram avaliados em um modelo de
DP. Ratos Wistar machos foram divididos em: Falso operado (FO), 6-OHDA nao tratado e 6-
OHDA tratados com SPI (25 e 50 mg/kg, v.0.). A neurotoxina foi injetada no estriato direito
através de cirurgia estereotaxica e os tratamentos com a SPI comegaram 2 h depois da cirurgia
com duracdo de 18 dias. FO e o grupo lesionado com 6-OHDA foram tratados apenas com
agua destilada, durante o0 mesmo periodo. Decorridos 15 (quinze) dias ap6s a cirurgia, todos
os animais foram submetidos a testes comportamentais; ap6s os testes foram eutanasiados por
decaptacdo para dissecacdo das seguintes areas cerebrais: estriado direito (lesionado) e
estriado esquerdo para a realizacdo da analises neuroquimicas e bioquimicas ou perfundidos
para os ensaios de imuno-histoquimica. A SPI (25 e 50 mg/kg) reduziu o comportamento
rotacional induzido pela apomorfina, houve aumento dos niveis de DA e DOPAC e
diminuicdo dos niveis de nitrito e TBARS. Além disso, as imunorreatividades para iNOS,
COX-2 e GSK3p no estriado lesionado ndo tratado foram diminuidas sgnificativamente ap6s o
tratamento com a SPI comparando com o grupo néo tratado. A imunomarcacdo para TH, DAT,
SOD-2 foram aumentadas ap6s o tratamento com a SPI no estriado lesionado, assim como a
morte neuronal foi atenuada no estriado lesionado apos o tratamento com a SPI como mostrou
0 teste histopatologico de coloragdo com o Fluoro-jade C. Em conclusdo, mostramos que as
alteracbes comportamentais e neuroquimicas em ratos hemiparkinsonianos foram
significativamente revertidas pelo tratamento com a SPI, caracterizando o potencial
neuroprotetor da Spirulina e estimulando estudos translacionais que déem enfoque ao uso
como um tratamento auxiliar para DP.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, Spirulina platensis, Neuroinflamagé&o, Estresse
oxidativo,6-OHDA.



NEUROPROTETIVE EFFECT OF SPIRULINA PLATENSIS IN THE
EXPERIMENTAL PARKISIONISM INDUCED BY 6-OHDA.

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative movement disorder affecting 1% of the
population in the 65-year age group, characterized by the degeneration of dopaminergic
nigrostriatal neurons in the pars compacta substantia. The current treatment of PD is restricted
to symptomatic relief, and to date there are no agents capable of reducing neuronal
degeneration. Spirulina platensis (Arthrospira) (SPI) is a cyanobacterium that can contain up
to 74% of proteins, exhibiting anti-inflammatory and antioxidant actions. Considering the
importance of inflammation and oxidative stress in Parkinson's disease (PD), the possible SPI
neuroprotective effects were evaluated in a PD model. Male Wistar rats were divided into:
False operated (FO), untreated 6-OHDA and 6-OHDA treated with SPI (25 and 50 mg / kg,
v.0.). The neurotoxin was injected into the right striatum through stereotactic surgery and the
treatments with SPI began 2 h after surgery lasting 18 days. FO and the 6-OHDA group were
treated with distilled water only during the same period. After 15 (fifteen) days after surgery,
all the animals were submitted to behavioral tests; after the tests were euthanized by
decaptation for dissection of the following brain areas: right (injured) striatum and left
striatum to perform the neurochemical and biochemical analyzes or perfused for the
immunohistochemical assays. SPI (25 and 50 mg / kg) reduced the rotational behavior
induced by apomorphine, increased levels of DA and DOPAC and decreased levels of nitrite
and TBARS. In addition, the immunoreactivities for iINOS, COX-2 and GSK3 B8 in the
untreated injured striatum were significantly reduced after treatment with the SPI compared to
the untreated group. Immunoblotting to TH, DAT, SOD-2 was increased following treatment
with SPI in the injured striatum, as well as neuronal death was attenuated in the injured striat
after treatment with SPI as shown by histopathological staining with Fluoro-jade C. In
conclusion, we have shown that behavioral and neurochemical changes in hemiparkinsonian
rats were significantly reversed by treatment with SPI, characterizing the neuroprotective
potential of Spirulina and stimulating translational studies that focus on the use as an

adjunctive treatment for PD.

Key words: Parkinson's disease, Spirulina platensis, Neuroinflammation, Oxidative stress, 6-
OHDA.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca de Parkinson
1.1.1 Epidemiologia

A doenca de Parkinson (DP) é o mais comum disturbio neurodegenerativo do
movimento, afetando 1% da populacdo na faixa etaria de 65 anos, e aumentando para 4% -
5% na populagdo acima de 85 anos (ERIKSEN, 2003). A causa da DP ainda é desconhecida e
até o momento ndo se dispdem de tratamentos efetivos para evitar a degeneracdo
dopaminérgica progressiva que ocorre com 0s pacientes acometidos com essa doenca (CHOI
etal., 1993).

No Brasil, dados do CENSO 2000, realizado pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), revelam que 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
(AGUIAR et al., 2008). Além disso, 36 mil novos casos surgem por ano no pais. A patologia
DP ja ultrapassa 200.000 casos (Associacdo Brasil Parkinson), sendo a maior parte dos casos
concentrada nas regides Sudeste e Sul, que sdo responsaveis 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
doenca 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).

1.1.2 Fisiopatologia

A DP caracteriza-se clinicamente por tremor de repouso, acinesia, rigidez musculr,
instabilidade e problemas posturais (WHITE et al., 2009; MORIGUCHI et al., 2012). Os
sintomas motores da DP sdo o foco da farmacoterapia, contudo os sintomas ndo motores,
como deméncia, psicose, ansiedade, distarbios do sono, disfungdo autondmica e disturbios do
humor, podem ser 0s aspectos mais incapacitantes, perturbadores e ndo compreendidos da
doenga (MACHT et al., 2005; BAGLIO et al., 2011).

Morfologicamente, caracteriza-se por uma degeneragdo dos neurdnios

dopaminérgicos da via nigro-estriatal, com a presenca de corpusculos de Lewy (inclusdes da
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proteina a-sinucleina no citoplasma intraneural) na substancia negra pars compacta (SNpc) e
em outras estruturas cerebrais, tais como, no locus cerulus, nucleos da base, hipotalamo,
cortex cerebral, ndcleos motores dos nervos craniais e ainda em estruturas centrais e
periféricas do sistema nervoso autonémico (SCHULZ;FALKENBURGER, 2004; PAL et al.,
2011).0s sintomas classicos da doenca de Parkinson manifestam-se apds uma perda de 70-
80% dos neurénios dopaminérgicos da SNpc, levando a uma grave reducdo nos niveis de
dopamina estriatais. O diagndstico definitivo da DP requer tanto a identificacdo desta

neurodegeneracdo, quanto a presenca dos corpusculos de Lewy (LEVY et al., 2009).

Enguanto a maioria dos casos de DP é de natureza idiopatica, aproximadamente
10% dos casos sdo devidos a mutacdes genéticas (KELM-NELSON, et al.,2018). Portanto a
DP também pode ser de carater genetico/hereditario, e existem cerca de oito genes
reconhecidos e relacionados a patologia, dos quais 0os mais importantes sdo a parkina e a a-
sinucleina. A doenca genética pode ser autossdmica dominante, quando ocorre mutacdo do
gene da a-sinucleina; ou autossdmica recessiva, com mutagdo no gene da parkina. O Gltimo
subtipo frequentemente surge em doentes mais jovens, com menos de 35 anos de idade
(NUSSBAUM; ELLIS, 2003).

A DP resulta de anormalidades primarias nos ndcleos da base, uma estrutura
cerebral que atua em tarefas como a motivacdo critica, planejamento motor e funcdes de
aprendizagem (PRESCOTT, 2009). Os componentes dos ganglios da base incluem além do
corpo estriado (caudato e putamen) e os segmentos palidais internos e externos (globo palido
interno-GPi e externo-GPe), também o ndcleo subtalamico (NST) e a substancia negra pars
reticulata (SNr) e SNpc (ROSIN et al.,2007; GALVAN; WICHMANN , 2008). Os ganglios da
base sdo parte de uma alca fechada que conectam sequencialmente todas as areas corticais
através do corpo estriado, globo palido e tdlamo com o cortex frontal. O cortex frontal se

projeta para baixo em direcdo ao nivel espinhal formando circuitos. (Figura 1)


http://pt.wikipedia.org/wiki/Alfa-sinucleina
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/wiki/Autoss%C3%B4mica_recessiva
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Figura 1 - Desenho esquematico mostrando o fluxo de dopamina no cérebro em um neurénio

normal e outro afetado pela doenga de Parkinson.
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As estruturas dos ganglios da base formam circuitos paralelos que sdo divididos
em alcas motoras, associativas e limbicas, dependendo da funcdo da area cortical envolvida
(MIDDLETON & STRICK, 2000). O corpo estriado e o NST recebem aferéncias
glutamatérgicas de areas especificas do cortex cerebral ou talamo e transferem a informacéo
para 0s nucleos de saida dos ganglios da base, que sdo o globo palido interno e SNr. A
projecao entre o corpo estriado e 0 GPe/SNr esta dividida em duas vias separadas: uma via
direta e uma via indireta, através da intercalacdo do GPe e do NST. A via direta conecta
diretamente o estriado aos nucleos de saida (GPi/SNr), e age facilitando o0 movimento pela
desinibicdo do talamo. A via indireta comeca na projecdo que vai do estriado ao GPe, segue
entdo ao NST e sé depois termina nos ndcleos de saida (GPi/SNr) (GALVAN; WICHMANN,
2008).

Além das aferéncias corticais que chegam ao corpo estriado, existe outra projecao
muito importante que é a via dopaminérgica nigro-estriatal. Essa projecdo se inicia nos
neurbnios SNc, e termina diretamente nas projecGes espinhais dendriticas dos neurénios
médios espinhosos. S&o esses neurdnios que dao origem a via direta e a via indireta. Nessa
posicao estratégica, a via nigro-estriatal é capaz de modular o afluxo de informaces corticais
que chegam aos neur6nios de projecdo no estriado. Assim, ela pode modular a atividade das

vias direta e indireta. A dopamina, que é o neurotransmissor dessa Vvia, atua como
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neurotransmissor excitatério aos neurdnios que vdo formar a via direta, ligando-se aos
receptores do tipo D1. Por outro lado, a dopamina é inibitéria nos neurdnios que vao formar a
via indireta, ligando-se a receptores do tipo D2. Dessa forma, a via nigro-estriatal age
facilitando o0 movimento, ja que ela ativa a via direta e inibe a via indireta (GROENEWEGEN
et al., 2003).

Existem vérios estudos acerca do papel da dopamina em nivel estriatal, porém muitos
aspectos ainda nao foram compreendidos. Na DP, a degeneracdo de neurénios dopaminérgicos
da SNpc inicia uma cascata de mudancas funcionais afetando todos os circuitos do ganglios
da base. As alteragdes mais relevantes afetam o ndcleo de saida do circuito, o globo pélido e a
SNr, que se tornam hiperativos, levando a uma inibigdo excessiva dos sistemas motores
talamo-cortical e mesencefalico. Tal hiperatividade é sustentada pela entrada glutamatérgica
acentuada que o nucleo de saida recebe do NST (CALABRESI et al., 2000). A reduzida
ativacdo dos receptores dopaminérgicos, causada pela deficiéncia de dopamina, resulta na
inibicdo reduzida dos neurdnios da via indireta e na diminuicdo da excitacdo dos neurénios da
via direta. A reducdo da inibi¢do da via indireta origina potente inibicdo do GPe, desinibicdo
do NST e excitacdo aumentada dos neurdnios do GPi e da SNr. Ja a ativacdo diminuida da via
direta causa redugdo de sua influéncia inibitoria sobre o GPi e a SNr. O resultado final é uma
ativacdo excessiva dos neurdnios de saida dos ganglios da base, gerando excessiva inibicao
dos sistemas motores e ocasionando 0s prejuizos motores caracteristicos da DP (SANTENS et
al., 2003). (Figura 2).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=

22

Figura 2- Desenho esquematico mostrando as conexdes no cérebro normal e com Doenga de Parkinson.
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glutamatérgicas excitatdrias advindas do cortex frontal. Adaptado de JENNER, 2008.

Os sinais cardinais da DP incluem tremor de descanso, lentiddo de movimento, rigidez
e instabilidade postural. No diagnostico da doenca, os sintomas sdo mais frequentemente
unilaterais ou marcadamente assimétricos; eles se tornam mais pronunciados a medida que a
doenca progride e tornam-se uma fonte de deficiéncia motora. Uma variedade de sintomas
ndo motores podem preceder os sintomas motores ou desenvolver ao longo da doenca e
incluem constipacdo, anosmia, depresséo, psicose, disfuncdo cognitiva e deméncia (ELBAZ
et al., 2016).

Tabela 1- Principais sintomas ndo motores e sintomas motores

Sintomas ndo motores Sintomas motores
Hiposmia Bradicinesia

Prisao de ventre Tremor de repouso
Comprometimento cognitivo Instabilidade postural
Depressdo Rigidez
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1.1.3 Patogénese da Doenga de Parkinson

Vérios fatores tém sido implicados na patogénese da morte celular na DP. A
origem da degeneracdo neuronal é desconhecida e provavelmente envolve muitos eventos
celulares e moleculares, incluindo estresse oxidativo, acumulo de proteinas alteradas,
excitotoxicidade, processo inflamatério, mecanismos pro-apoptoticos e disfuncdo
mitocondrial (NUSSBAUM; ELLIS, 2003).

1.1.3.1 Estresse Oxidativo na DP

O estresse oxidativo tem sido discutido como um importante contribuinte na
patologia das doencas neurodegenerativas (CHEN et al., 2009; TANSEY GOLDBERG,
2010). Uma das idéias relacionadas a patogénese da doenca de Parkinson baseia-se na
formacéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e consequente inicio de estresse oxidativo,

levando a lesdo na substancia negra pars compacta (SNpc) (PAL et al., 2011).

As evidéncias que dao suporte ao envolvimento de estresse oxidativo na
patogénese da DP incluem alteragdes na quantidade de ferro no cérebro (GRUNBLATT et al.,
2004), que medeia a formacdo de EROs quando estd numa forma reativa; deficiéncia no
funcionamento mitocondrial, particularmente no complexo | da cadeia respiratoria, alteracdes
nos sistemas protetores antioxidantes do cérebro, notadamente na superdxido dismutase
(SOD) e glutationa reduzida (GSH), além de evidéncias de dano oxidativo a lipideos,
proteinas e DNA (PEARCE et al., 1997).

Modelos experimentais de parkinsonismo com toxinas que inibem a funcao
mitocondrial foram a primeira indicacdo da existéncia de uma disfuncdo mitocondrial na DP.
Os genes mutantes ligados ao parkinsionismo promovem alteracdo na estrutura ou na funcao
de proteinas que estdo direta ou indiretamente relacionadas a funcdo mitocondrial (SHIH et
al., 2007).

A DP é uma doenga neurodegenerativa que se associa com niveis aumentados de
metais no cérebro. Altos niveis de ferro vistos durante autopsias de pacientes, associam-se
com degeneracdo 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 consequéncia do sequestro pelos eosinofilos dos agregados de proteinas (GOTZ
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et al., 2004).

A enzima superoxido dismutase (SOD) é uma das responsaveis pelo sequestro de
radicais livres, mais especificamente retirando o anion superéxido com consequente formacao
de peroxido de hidrogénio (LU et al., 2010). A SOD desempenha um papel importante na
regulacdo da defesa antioxidante celular, catalisando a dismutacdo do radical superéxido em
oxigénio e perdxido de hidrogénio. Além disso, pode ser um iniciador de reacdes em cadeia
de radicais livres, como a peroxidacdo lipidica (HALLIWELL, 1989). Os anions de
superéxido também sdo conhecidos por reagir rapidamente para formar anions de
peroxinitrito que se decompBem para gerar especies reativas ao radical hidroxilo (BECKMAN
et al., 1990). Os radicais de superdxido sdo capazes de inativar numerosas enzimas incluindo
a NADH desidrogenase (complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial) (ZHANG et al.,
1990, CLEETER et al., 1992). Foi relatado que o complexo | diminuiu em cérebros de
pacientes com DP (MIZUNO et al., 1989, SCHAPIRA et al., 1989, HATTORI et al., 1991) .

A localizacdo da enzima SOD2 e sua funcdo celular tornam sua presenga mais
critica para doencas neurodegenerativas do que as demais isoformas de superdxido dismutase
encontradas em mamiferos. A localizacdo da enzima determina a fonte particular de
superoxido que cada isoforma atua contra nos tecidos neuronais. Por exemplo, a SOD3 é
secretada na matriz extracelular na maioria dos tecidos, incluindo o sistema nervoso central
(STRALIN et al., 1995). Embora esta enzima ndo esteja diretamente localizada dentro da
célula, ela pode participar da regulacdo metabdlica das células no sistema nervoso central
alterando o tdnus vascular e o fluxo sanguineo para o cérebro . Da mesma forma, a SOD1
também pode desempenhar um papel importante na prevencdo de danos ao sistema nervoso
central com sua localizacdo citoplasmatica (CRAPO et al., 1992) e, em menor medida, no
espaco intermembranar mitocondrial onde também pode ser encontrado (STURTZ et al.,
2001; OKADO-MATSUMOTO e FRIDOVICH, 2001).

1.1.3.2 Inflamagéo na Doenca de Parkinson

Varios estudos em humanos e usando modelos experimentais mostram uma
participacdo ativa da inflamacdo 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).
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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 participacéo da microglia ativada no processo neurodegenerativo. Se essa
ativacdo microglial protege ou exacerba a perda neuronal ainda é assunto de debate, embora a
maioria das evidéncias sugerem que ela exerce efeitos tdxicos para os neurénios. (HIRSCH et
al., 2003).

Estudos usando modelos experimentais mostram que a ativacdo microglial
induzida por LPS, com aumento na expressdo de iINOS, leva a uma degeneragdo
dopaminérgica (ARIMOTO;BING, 2003). Além disso, outros trabalhos evidenciaram uma
diminuicdo dos riscos de desenvolvimento da DP em usuérios regulares de drogas
antiinflamatdrias néo-esteroidais (CHEN et al., 2003). A COX-2 é regulada no SNC sob
condicdes fisiopatoldgicas e tem sido associada a mecanismos neurodegenerativos (Yagami et
al., 2016). A expressdo de COX-2 esta aumentada em distdrbios neuroldgicos, presentes em
lesBes ativas cronicas de bidpsias cerebrais em pacientes e de lesbes da medula espinhal de
camundongos com desmielinizacdo induzida pelo virus da encefalite murina (CARLSON et
al., 2006).

A desregulagdo da glicogénio sintase quinase 3 (GSK-3) desempenha um papel
importante na patogénese de numerosos disturbios, que afetam o sistema nervoso central
(SNC) abrangendo a neuroinflamacdo e doencas neurodegenerativas. Varias linhas de
evidéncia ilustram um papel fundamental da GSK-3 e sua cascatas de sinalizacdo celular e
molecular no controle da neuroinflamagdo. A GSK-3 3, um dos isdbmeros GSK-3, desempenha
um papel importante na apoptose neuronal e sua inibicdo diminui a expressdo de alfa-
sinucleina, o que torna esta quinase um alvo terapéutico atraente para distarbios
neurodegenerativos. Assim, entendendo o papel da GSK-3f na PD aumentara nosso
conhecimento dos mecanismos basicos subjacente a patogénese deste transtorno e facilitara a
identificacdo de novas vias terapéuticas (GOLPICH et al., 2015).

A atividade da GSK-3 ¢é dependente da fosforilagdo em sitios especificos da enzima, e
é controlada pela fosforilacdo e interagdo com proteinas inibitorias. Ao contrario de outras
proteinas quinases, a GSK-3 é constitutivamente ativa em condic¢des de repouso e € inativada
por sinais extracelulares através da fosforilacdo de um residuo de serina N-terminal, Ser-9 em
GSK-3B e Ser-21 em GSK-3a (Cross et al., 1995; Fang et al., 2002). Em oposi¢do a

fosforilagdo da serina inibitéria, a atividade da GSK-3 é aumentada pela fosforilagdo de um
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residuo de tirosina, Tyr-216 em GSK-3p e Tyr-279 em GSK-3a, localizado no dominio das
quinase. (Hughes et al., 1993; Wang et al., 1994).

1.1.3.3 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 € marcado por alteracdes na permeabilidade da membrana
mitocondrial onde ha formacdo de um canal de alta conduténcia com perda do potencial para
a fosforilacdo oxidativa; ha extravasamento de citocromo ¢ para 0 meio intracitoplasmatico;
ativacdo de uma série de substancias serino-proteases como as caspases, transglutaminases,
endonucleases e fosfatidilserina/trombospondina. O processo implica na fragmentacdo da
cromatina e das organelas com posterior clivagem das mesmas. Os corpusculos apoptoticos
formados séo fagocitados por macrofagos, que reconhecem suas sinalizacbes (DAMIANI,
2004).

A mitoc6ndria atua como um regulador central da via intrinseca da apoptose, além
disso, também pode amplificar e mediar a via extrinseca. A mitocéndria tem um papel
“chave” na integragdo e propagacao dos sinais de morte originados intrinsicamente por danos
ao DNA, por estresse oxidativo, extravasamentos de proteinas e outros. A maior parte dos
sinais pro-apoptoéticos € derivada da disrupgdo 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 o 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).

Vaérios estudos sugerem que o fator de necrose tumoral (TNF-a) e a ativagao dos
receptores TNFR ativam a via extrinseca da inducdo da apoptose, e possuem um papel
importante na patogénese de algumas doencas neurodegenerativas como a DP e a DA
(WALDMEIER;TATTON, 2004).

1.1.4 Tratamentos para a Doencga de Parkinson

Até 0 momento, ndo existe cura para a DP. As terapias atualmente disponiveis nao
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conseguem impedir a progressdo da doenca. No entanto, muitas opgdes de tratamento
descobertas recentemente séo 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 tratamentos disponiveis ndo alteram a progressdo do processo
neurodegenerativo. A sprincipais drogas utilizadas no tratamento da DP age aumentando os
niveis de dopamina (DA) no cérebro ou imitando os seus efeitos (SINGH et al., 2006).

O tratamento atual para a DP consiste essencialmente na reposicdo do precursor
da dopamina (levodopa), inibicdo de sua degradacdo ou o uso de agonistas dopaminérgicos.
Contudo com a progressdo da doenca, observa-se uma reducdo da eficacia, bem como
sintomas incapacitantes ndo responsivos ao tratamento (EMBORG et al., 2004).

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

Outra opgdo terapéutica seriam 0s agentes neuroprotetores, cuja importancia esta
nas suas propriedades antioxidantes, estes poderiam ser capazes de mudar o curso da doenca,
barrando a neurodegeneracao dopaminérgica. Muitos agentes potencialmente neuroprotetores
tem sido identificados e requerem testes clinicos (HART et al., 2009; SCHAPIRA et al.,
2006). A vitamina E, o deprenil e a nicotina vém sendo bastante estudados (AGUIAR et al.,
2006). Agentes anti-inflamatorios, melatonina, coenzima Q10, acido foélico, selénio, vitaminas
A, C e E sdo algumas substancias promissoras e que podem contribuir para o tratamento da
DP (KLIVENYI; VECSEI, 2009).

Em resumo, as terapias atuais consistem essencialmente em trés estratégias: a
reposicdo de dopamina, a inibicdo de sua degradacdo e o uso de agonistas dopaminergicos
(Figura 2). A reposicdo da perda de dopamina cerebral através do uso da 3,4-dihidroxi-L-
fenilalanina (L-DOPA) associada a inibidores da dopa-descarboxilase periférica, como a
carbidopa e a benserazida, ¢ o tratamento de primeira escolha (HUOT et al., 2013). O
tratamento de reposicdo de dopamina por L-DOPA foi introduzido em meados dos anos 60,
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inicialmente sem o uso de inibidores da dopa-descarboxilase periférica, utilizando doses bem
maiores que as praticadas atualmente. Os inibidores da dopa-descarboxilase periférica foram
introduzidos na terapia na segunda metade dos anos 60, permitindo a reducao das doses de L-
DOPA, diminuindo assim complicagdes relacionadas a sua metabolizacdo periférica, dentre
estes, 0s problemas gastrointestinais como nauseas e vomitos, e cardiovasculares como a
hipotensdo postural (HOUT et al., 2013).

Figura 3. Drogas utilizadas no tratamento da doenca de Parkinson e seus mecanismos de acao.
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O tratamento crénico com L-DOPA ndo € capaz de impedir a morte neuronal ocorrida,
é eficaz no controle dos sintomas motores, porém ndo tem eficacia contra os sintomas nédo-

motores.

Os efeitos adversos relacionados ao aumento de dopamina no SNC podem variar
desde flutuages clinicas até discinesia, 0 que muitas vezes leva a reducdo da medicacdo, ou
até mesmo a interrupcdo do tratamento (LEENTJENS, 2011; FABBRINI et al., 2007;
CHAPUIS et al., 2005).

A terapia de L-DOPA enfrenta varios desafios resultantes das interagdes
complexas entre a farmacocinética da propria L-DOPA e as alteracbes neuronais
progressivas induzidas pela neurodegeneracdo na DP. A L-DOPA é metabolizada em
dopamina ja na periferia permitindo que apenas 30 % da dose administrada cheguem a

circulagdo. O uso dos inibidores da dopa-descarboxilase periférica melhora a
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biodisponibilidade da L-DOPA, reduzindo a dose terapéutica administrada. No inicio do
tratamento com L-DOPA o efeito terapéutico de cada dose pode durar em meédia de 8 a 12
horas ap6s a administracdo, apesar da meia-vida ser de apenas 4 horas (BASTIDE et al.,
2015). Flutuacdes clinicas sdo caracterizadas por encurtamento ou inconsisténcia do efeito da
L-DOPA. Cerca de 80 % dos pacientes apresentam este tipo de complicagdo apds 5 anos de
tratamento. As flutuagdes clinicas mais comuns sdo o fendmeno de “wearing-off”, que
representa o encurtamento da resposta, o fenomeno de “on-off”, onde o paciente flutua entre
os estados “on”, no qual ocorre a a¢do da L-DOPA, e estado “off”, onde a L-DOPA para de ter
acdo. Outra forma de flutuagdo bastante comum ¢ o fendmeno de “freezing”. Este fenomeno
corresponde a incapacidade momentanea de iniciar ou de executar um movimento que pode
comprometer a locomocdo, a fala e a movimentos das maos (JENNER, 2013; LEWITT;
FAHN, 2016).

Muitos estudos clinicos pesquisam novas estratégias que possuam a mesma
eficacia no controle dos sintomas motores e que ndo causem tantos efeitos adversos, porém
sem sucesso. FormulacGes alternativas de L-DOPA aparecem como as mais promissoras
alternativas, especialmente para melhorar as flutuagdes motoras, seja promovendo efeitos
benéficos através de formulacBes de liberagdo controlada ou ainda através de melhor controle
das complicagdes motoras do tipo “off”, através do uso de L-DOPA inalatéria (LEWITT;
FAHN, 2016; LOTIA, JANKOVIC et al., 2016; DHALL; KREITZMAN, 2016). Estudo
experimental demonstrou que nanoparticulas de metilester-levodopa associada a benserazida
diminuiu os movimentos involuntarios anormais de ratos hemi-parkinsonianos (YANG, et al.,
2012), demonstrando assim que a liberacdo controlada de L-DOPA pode diminuir a incidéncia
da discinesia.

1.1.5 Modelo de Doenca de Parkinson in vitro: células SH-SY5Y

A linhagem de neuroblastoma humano SH-SY5Y é um subclone derivado de células
SK-N-SH que foram obtidas originalmente de um sitio metastatico da medula O6ssea
(BIEDLER et al., 1978). Essa linhagem celular tem sido bastante utilizada como um modelo
in vitro de DP, visto que as células possuem muitas caracteristicas de neurdnios
dopaminérgicos, como a expressdo de DAT (transportador de dopamina) e a capacidade de
sintetizar dopamina e noradrenalina, pois expressam tirosina e dopamina p-hidroxilases (XIE;
HU; L1 2010).
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Diversos estudos, entretanto, demonstram que apés diferenciagdo com alguns agentes,
como o &cido retindico, as células adquirem um fenotipo neuronal dopaminérgico mais
pronunciado, com a exibicdo de longos processos neuriticos e interrup¢do do crescimento
celular (LOPES et al., 2010).

1.1.4.2 Modelo de Doenca de Parkinson in vivo

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 hematoencefalica, sendo
necessaria a administracao diretamente na estrutura cerebral que se deseja lesionar. A injecao
bilateral de 6-OHDA na SNpc ou em outras regides cerebrais provoca uma grande destruicao
neuronal, principalmente dos neurdnios 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 neurbnios catecolaminérgicos. Ela produz lesbes na
SNpc pela inducdo da producdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) e EROs, como radical
hidroxil, e também pela inibicdo do complexo | mitocondrial (BLUM et al., 2001). A 6-
OHDA atinge a cadeia respiratdria mitocondrial, através do DAT, induzindo um colapso na
membrana mitocondrial, no complexo | da cadeia respiratdria, ocorre entdo a liberacdo de
EROs e desacoplacdo da fosforilagdo oxidativa, gerando prejuizo na fungdo mitocondrial,
consequentemente prejudicando a respiracdo celular e a geracdo de energia (SHOBER, 2004).
(Figura 4).

A 6-OHDA ¢ usualmente injetada unilateralmente no estriado, 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 apds a administracdo de drogas dopaminérgicas, devido
ao deshalanco fisiologico de receptores entre o corpo estriado lesionado e o n&o-lesionado
(BETARBET et al., 2002). Por isso, 0s animais apresentardo um comportamento rotacional
contralateral no sentido do hemisfério o qual a estimulagdo 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).
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Figura 4-Mecanismo hipotético da toxicidade da 6-OHDA
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A 6-OHDA pode induzir a morte celular por trés mecanismos principais: formacéo de EROs pela auto-oxidagao,

formacdo de peroxido de hidrogénio induzida pela atividade da MAO ou inibicéo direta da cadeia respiratoria
mitocondrial. Fonte: adaptada de BLUM et al. (2001).

Existem também modelos que usam as toxinas lipossoliveis como MPTP que

atravessam as membranas celulares e atingem diretamente a mitocéndria 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.
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Figura 5- Modelos experimentais da Doenca de Parkinson.
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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 sdo
mais utilizados. Agentes que alteram ou destroem o sistema catecolaminérgico, incluindo o
sistema nigroestriatal, como a 6-OHDA e o MPTP, sdo os mais utilizados. Além desses
modelos, alguns agentes quimicos utilizados na agricultura como a rotenona e o0 paraquat,
guando administrados sistemicamente, podem induzir algumas das caracteristicas da DP,

apesar de serem modelos menos reprodutiveis (SPIVEY, 2011). (Figura 5).

1.1.7 Neuroprotecao e produtos naturais

Neuroprotecdo € um termo usado para se referir a estratégias e mecanismos que
protegem o sistema nervoso central (SNC) de les6es neuronais causadas por doencas cronicas
(doengas de Alzheimer e Parkinson) ou por doengas neurodegenerativas agudas (derrame
cerebral) (Iriti et al., 2010). Cada uma dessas doencas afeta 0s neurdnios e/ou regides
especificas do cérebro e envolve caracteristicas patologicas e moleculares. Assim, Vvarios

modelos de estudo in vitro e in vivo especificos para cada doenca tém sido empregados para o
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estudo de doencas neurodegenerativas (DNs) com o objetivo de compreender seus
mecanismos subjacentes e identificar novas estratégias terapéuticas (Elufioye, et al., 2017).

N&o hé cura para as DNs e todas as intervenc@es terapéuticas atuais visam administrar
os sintomas e melhorar a qualidade de vida dos pacientes. Terapias para DA, DP e outras
doencas neurodegenerativas fornecem melhoria sintomatica por varios mecanismos, como a
restauracdo dos niveis de neurotransmissores ou 0 controle do metabolismo dos
neurotransmissores envolvidos nas doencas (Iriti et al., 2010; Waite,2015; Chen, 2014,
Patnaik, 2015).

Vérias pessoas que vivem em paises em desenvolvimento dependem de medicamentos
fitoterapicos ndo apenas porque sdo considerados seguros, mas 0S custos associados a
medicamentos modernos estdo fora do alcance de muitas dessas pessoas. A crescente
prevaléncia de doengas metabdlicas e neurodegenerativas complexas nas sociedades
ocidentais que ndo tém drogas curativas, fortalece a idéia que as plantas medicinais ainda
podem ser exploradas como uma valiosa fonte de compostos, como tem sido feito ao longo da

historia da humanidade. (Elufioye, et al., 2017).

A natureza continua a ser uma verdadeira fonte de medicamentos para a humanidade.
Muitas drogas importantes, como vincristina, artemisinina e gentamicina, que ainda estdo em
uso hoje, sdo obtidas de fontes naturais ou sao sintetizadas apartir de estruturas de moléculas
que ocorrem naturalmente (Rates, 2001; Harvey, 2008). Por isso, nos ultimos anos, uma
grande parte do foco de pesquisa tem sido dada as ervas e outros produtos naturais usados na
etnomedicina em todo o mundo para doencas do SNC relacionadas a idade. InUmeros
produtos naturais, mas principalmente extratos de plantas, tém sido relatados como sendo
usados na medicina tradicional para fins neuroprotetores, de melhoramento de memoria e
antienvelhecimento. Exemplos de tais plantas incluem Ginkgo biloba, Panax ginseng,
Curcuma longa, Bacopa monnieri e Salvia officinalis (lIriti et al., 2010; Kumar; Khanum,
2012).
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1.2 Spirulina platensis

Spirulina platensis (Nordest.) Geitler ou Arthrospira platensis (Nordest.) Gomont é
uma cianobactéria multicelular filamentosa que pode conter até 74% de proteinas (Figura 6).
Cresce fotoautotroficamente, mas complementando o meio adicionando o carbono organico
ao meio pode estimular seu crescimento (ANDRADE;COSTA, 2008). Embora a Spirulina
platensis seja atualmente comercializada em muitos paises como um suplemento nutricional,
devido ao seu elevado teor de proteinas e vitaminas, recentemente foi dado mais atencdo ao
seu potencial terapéutico. S.platensis (SPI) mostra potentes efeitos anti-inflamatéros e
antioxidntes em roedores, entre outros varos efeitos bioldgicos (PATRO et al., 2011; ISMAIL
etal., 2015)

A SPI € considerada fonte mais rica e mais completa da natureza de nutricdo organica,
possuindo atividade antiviral (HAYASHI et al., 1996;. ROSS et al., 1994), anti-cancro (PANG
et al., 1988), hipocolesterolémica (IWATA et al., 1990; DEVI et al., 1981;. CHEONG et al.,
2010), anti-diabético (RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al., 2001) e a atividades antioxidantes
(KIM et al., 2010; CHU et al., 2010), tornando-se uma droga de uso potencial, especialmente
no manejo terapéutico de doengas cronicas, como diabetes e hipertensdo (PARIKH et al.,
2001).

A Spirulina platensis é também conhecida por ter propriedades anti-oxidantes que sao
atribuidos a presenca de moléculas como ficocianina, B-caroteno, y-tocoferol, &cido v-
linolénico e de compostos fendlicos (KUHAD et al., 2006). O trabalho de Chu e
colabordores, 2010, mostrou que o extrato aquoso de Spirulina platensis tem um efeito
protetor contra a morte celular por apoptose, devido aos radicais livres. Por outro lado, o
papel das citocinas pro-inflamatdrias na regulacdo da acdo da insulina e homeostase da
glicose, e a sua funcdo no Diabetes Mellitus de tipo 2 (DM2) foi sugerida por vérias linhas de
evidéncia (BADAWI et al., 2010). Assim, em comparacdo com individuos saudaveis, 0s
individuos com fatores de risco para DM2, tais como hipertrigliceridemia, obesidade ou
colesterol elevado (HDL-colesterol), apresentam maiores niveis séricos de citocinas pro-

inflamatdrias do que aqueles que néo séo téo predispostos ao DM2.
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Figura 6- Spirulina platensis

Fonte: medindia.net/patients/lifestyleandwellness/spirulina-the-wonder-food.htm

A presenca da inflamacdo no cérebro desempenha um papel importante em doengas
neurodegenerativas. Em particular, acredita-se que a ativacdo de células da microglia esta
associada com a patogénese de doencas neurodegenerativas, incluindo a doenca de Parkinson
(DP). Um aumento da ativacdo da microglia foi mostrado na substancia negra pars compacta
(SNpc) de modelos animais de DP quando houve uma diminuicdo nas células tirosina
hidroxilase positivas (TH+). Isto pode ser um sinal de neurotoxicidade devida & ativacéo
prolongada de microglia em fases precoce e tardia da progressdao da doenca. Produtos
naturais, tais como a Spirulina, derivados de algas verdes azuis, sdo utilizados para ajudar a
reverter esse efeito devido as suas propriedades anti-inflammatoria/anti-oxidante Uma dieta
rica em Spirulina proporciona neuroprote¢cdo em um modelo de doenga de Parkinson induzido
por a-sinucleina (PABON et al., 2012). Como hipotese, a Spirulina platensis poderia ser
neuroprotetora neste modelo de DP induzida pela a-sinucleina a medida que mais células
TH+ e NeuN+ foram observadas; A Spirulina platensis, concomitantemente, promoveu uma
diminuicdo do numero de células microgliais ativadas. Esta diminuicdo da ativacdo da
microglia pode ter sido devido, em parte, ao efeito da Spirulina de aumentar a expresséo do
receptor de fractalcina (CX3CR1) na microglia. O receptor de quimiocinas CX3CR1 é um
receptor acoplado a proteina G13 (GPR13) uma proteina que em seres humanos ¢ codificada
pelo gene CX3CR1. Com este estudo, a hipotese de que a neurotoxicidade por a-sinucleina é
mediada, pelo menos em parte, através de uma interacdo com microglia. Observou-se uma
diminuicdo na microglia ativada nos ratos que receberam uma dieta com Spirulina e
apresentou uma neuroprotecdo. O aumento da expressdéo do CX3CR1 nos grupos que

receberam Spirulina sugere um potencial mecanismo de agdo. (PABON et al., 2012).
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Bermejo-Bescds e colaboradores (2008) observaram em seu estudo, a neuroprotecdo
do extrato proteico de Spirulina platensis e da ficocianina (isolado desta cianobactéria) contra
toxicidade induzida pelo ferro (Fe) em células SH-SY5Y. O ferro € um dos mais importantes
agentes que produzem estresse oxidativo e declinio de funcBes neuronais. O extrato proteico
da S. platensis e ficocianina mostrou ter atividade antioxidante, protegendo a atividade das
enzimas celulares, GPx total, GPx-Se e GR e pelo aumento da glutationa reduzida em células
contra o estresse oxidativo induzido pelo ferro. Estes resultados sugerem que o extrato
proteico da S. platensis € um poderoso antioxidante capaz de interferir na morte celular. A S.
platensis pode ser util em doencas que estdo relacionadas com espécies reativas de oxigénio e
no desenvolvimento de novos tratamentos para doengas neurodegenerativas, em que o ferro
tem sido implicado na neuropatologia de diversas doencas neurodegenerativas tais como a
doenca de Alzheimer ou de Parkinson. (BERMEJO-BESCOS, et al.,2008)

1.2.1 Vitaminas presentes na Spirulina platensis

Gragas a sua natureza autotrofica e unicelular, a biomassa de microalgas pode ser uma
fonte valiosa de vitaminas essenciais (A, B1, B2, B6, B12, C, E, nicotinato, biotina, acido
félico e acido pantoténico). Em termos de conteddo vitaminico eles sdo comparaveis a
leveduras e carne e sdo superiores a alguns vegetais, como a soja e cereais (Becker, 2004). O
teor de vitamina das microalgas esta correlacionado com o gen6tipo, a fase de crescimento, o
estado nutricional da alga e a intensidade da luz. Além disso, os tratamentos pds-colheita e
processos de secagem podem ter um efeito consideravel sobre a conteldo, especialmente
sobre o calor instavel de vitaminas como B1, B2, C e iodo nicotico. (Brown et al.,1999;
Borowitzka,1988).

O beta-caroteno (Pro-Vitamina A) é responsavel por 80% dos carotendides presentes
na Spirulina, o restante consiste principalmente de fitoxantina e criptoxantina (Palla; Busson,
1969). Cada quilo de Spirulina seca contém entre 700 e 1700 mg de beta-caroteno e cerca de
100 mg de criptoxantina; estes dois carotendides sdo convertiveis em vitamina A por
mamiferos. Para adultos o contéudo diério de vitamina A ao dia é estimado em menos de 1mg
por dia, deste modo, um a dois gramas de Spirulina sdo facilmente suficientes para cobrir a

necessidade diaria dessa vitamina. (Evets et al., 1994)
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Spirulina seca contém 50-190 mg/kg de Vitamina E (tocoferois) (Challem,1981;
Earthrise Farms Spirulina, 1986, Nippon Ink & Chemicals, 1977), um nivel comparavel ao do
germe de trigo. As necessidades diarias de vitamina E é estimada em 15 Ul ou 12 mg de
tocoferois livres (Guyton, 1986).

Vale ressaltar o teor excepcionalmente alto de vitamina B12 (cobalamina), uma vez
que a vitamina é de longe a mais dificil de obter em uma dieta sem carne porque nenhuma
planta ou alimento comum contém essa vitamina. A Spirulina é quatro vezes mais rica em
compostos B12 que o figado cru, hd muito tempo a melhor fonte dessa vitamina. A deficiéncia
de vitamina B12 (anemia perniciosa) deriva de um deficit na ingestdo (como acontece em
dietas vegetarianas estritas) ou de absorcdo defeituosa. Além disso, parece que certas
condicdes patoldgicas originam sistematicamente deficiéncia de vitamina B12, como no caso
de infec¢des por HIV que levam a AIDS (Harriman, 1989, Rule, 1994).

1.2.2 Constituintes bioativos da Spirulina

1.2.2.1 Acido gama-linolénico

O écido gama-linolénico representa apenas 10-20% de &cidos graxos em S. maxima,
ou seja, 1-2% matéria seca (Hudson, Karis,1974; Nichols, Wood, 1968), em compara¢cdo com
40% em S. platensis, ou cerca de 4% de peso seco. Portanto a Spirulina pode ser considerada
uma das fontes mais conhecidas de acido gama-linolénico, ap6s o leite e alguns 6leos vegetais
pouco usados (primula, semente de groselha e particularmente 6leo de canhamo) (Ciferri,
1983). A presenca de acido gama-linolénico (18: 3 dmega-6) merece destaque devido a sua
raridade nos alimentos diérios e seu alto valor nutricional. Normalmente sintetizado em
humanos do acido linoléico (18: 2 émega-6) de origem vegetal, o0 4cido gama-linolénico pode
ser bem assimilado diretamente mesmo em casos de disturbios ou deéficits na sintese
enddgena. A importancia desses &cidos graxos estd na sua evolugdo bioguimica: eles sdo 0s
precursores das prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos que atuam como mediadores de

reagOes inflamatorias e imunes (Manual Merck, 1994).

1.2.2.2 Ficocianina-C e Ficocianobilina

A ficocianina-C (FC-C), a principal biliproteina da cianobactéria Spirulina platensis e
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seu cromdforo a Ficocianobinina (FCB) (Pratoomyot, Srivilas, Noiraksar, 2005; Hu, 2004)
exibem uma série de propriedades bioldgicas, antioxidante e anti-inflamatdrias, além de acBes
imunomoduladoras (Markou, Nerantzis, 2013). Por mais de uma década, vem sendo
explorado diferentes abordagens experimentais para identificar as propriedades
farmacoldgicas de FC-C e FCB, incluindo suas atividades neuroprotetora e neurorestauradora.
Estes estdo ligados ndo s6 a sua conhecida ac¢do antioxidante, e propriedades de eliminacéo de
radicais livres e propriedades anti-inflamatorias, mas também a modulacdo da expressédo de

varios genes associados a outros processos biologicos. (Fox, 1980; Fukino, et al., 1990),

1.2.2.3 Polifendis

Os polifendis séo diversos grupos de metabdlitos secundarios de plantas presentes em
frutas, vegetais, legumes, cereais e bebidas como chd, café e vinho. As outras classes
principais de compostos polifenélicos naturais sdo os flavondides. Uma das caracteristicas
estruturais mais importantes dos polifendis é o seu potencial para tratar uma gama
diversificada de doencas, incluindo DNs e distarbios metabolicos (por exemplo, diabetes)
(Karavita et al., 2007). Décadas de pesquisa mostraram que 0s compostos polifenolicos
retiram diretamente as EROS e oferecem efeitos antioxidantes que sdo benéficos para vérias
condigdes de doenca, incluindo DNs. A fragdo estrutural fendlica desempenha um papel vital
para o efeito antioxidante, com o grupo funcional catecolico sendo otimizado para essa
atividade e a fracdo acido galico é ainda muito melhor na inducdo de efeitos antioxidantes
gerais (Kim, 2006; Viskari ; Colyer, 2003). Muito além dos efeitos antioxidantes, os
enzimatica, expressdo génica e transducdo de sinais que atribuem a inimeros efeitos
farmacoldgicos, incluindo efeitos anti-inflamatdrios que desempenham um papel significativo

nas doencas neurodegenerativas (Kim, 2006; Brown et al., 1999).
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A Doenca de Parkinson é uma doenca neurodegenerativa progressiva que atinge
aproximadamente 1 % da populacdo mundial com idade acima de 65 anos. O nimero de casos
da doenca tem aumentado a cada ano devido ao envelhecimento da populacdo. A DP é
descrita como um disturbio motor em que 0s pacientes apresentam tremor, rigidez muscular,
bradicinesia e disturbios posturais. Deste modo a DP constitui um importante problema de
salde publica no mundo e seu impacto aumenta a medida que aumenta a expectativa de vida
populacdo. O principal tratamento atual € baseado na reposi¢cdo dopaminérgica com o
precursor da dopamina (L-DOPA) e ocasiona importantes efeitos colaterais que podem levar a
interrupcao do tratamento.

Apesar de extensas pesquisas, ainda ndo ha cura e nem um tratamento definitivo para a
DP levando cada vez mais pesquisadores em todo mundo a buscar novas terapias capazes de
retardar ou, idealmente, parar a neurodegeneracio de neurdnios dopaminérgicos. E evidente a
importancia de mais estudos sobre a DP e sobre novas acles terapéuticas que venham a
melhorar ou até mesmo substituir a terapia com levodopa. Portanto, faz-se necessaria a
investigacao de novos farmacos para que possamos partir em busca de terapias de suporte que
diminuam os efeitos adversos causados pelo tratamento e melhorem a qualidade de vida
desses pacientes.

A Spirulina platensis vem sendo muito utilizada com suplemento nutricional devido
seu alto teor proteico e ja possui acbes anti-inflamatorias e antioxidantes comprovados através
de diversos estudos e tem-se mostrado um candidato potencial a terapia coadjuvante da DP
por ser capaz de atuar em diversos mecanismos patogénicos da doenga. Contudo, mais
estudos adicionais sd0 necessarios para se determinar 0S mecanismos neuroprotetores

envolvidos o que justifica a importancia desta pesquisa.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi de avaliar o possivel efeito neuroprotetor do extrato
aquoso da Spirulina platensis, em ratos com lesdo estriatal produzida pela 6-hidroxidopamina
(6-OHDA), um modelo experimental de DP.

3.2 Objetivos Especificos

Estudar o efeito neuroprotetor do extrato aquoso da Spirulina platensis, usando o
modelo de parkinsonismo em ratos, pela injecéo intra-estriatal de 6-OHDA, no que se refere
ao/aos efeito (s):

Sobre o comportamento rotacional, a atividade motora, 0 comportamento

depressivo e memoria;

No estresse oxidativo por meio da imunomarcagdo para SOD-2, efeitos na
peroxidacdo lipidica e liberagdo de nitrito no corpo estriado.

e Na resposta inflamatdria produzida pelo modelo de parkinsonismo, por GSK3
B, INOS,COX2, no corpo estriado;

e Nos niveis de monoaminas (DA ,DOPAC e HVA) por HPLC, no corpo

estriado;

e Sobre o dano neuronal causado pela lesdo com 6-OHDA ( imunohistoquimica
para Tirosina Hidroxilase (TH) e Transportador de Dopamina (DAT) e

coloragéo com o Fluoro Jade C, no corpo estriado.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar albinos (Rattus novergicus), com massa corporea
entre 150-240 gramas, provenientes do biotério central do Campus do Pici, da Universidade
Federal do Ceara (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 racdo padrao e agua a vontade.

No que se refere aos cuidados com 0s animais, este estudo seguiu 0s principios
éticos da experimentacdo animal, estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA). O estudo foi submetido e aprovado pela Comisséo de
Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara (UFC) sob o nimero de
registro 27/2013 (Anexo ).

4.2 Drogas

As seguintes drogas foram utilizadas: 6-OHDA (Sigma Aldrich, USA), Spirulina
platensis (Spirulina Brasil G&F Ltda, Brasil), Quetamina (Koénig, Argentina), Xilazina
(Konig, Argentina) e Apomorfina (Sigma Aldrich, USA). Os demais reagentes foram de grau
analitico. Os anticorpos primarios e secundarios utilizados nas analises imunohistoquimicas

estdo descritos nos seus respectivos sub-itens e nas tabelas 5 e 6.

4.2.1 Cultivo de Spirulina platensis (SPI)

O inbculo veio como doacdo do Dr. Denis Von der Weid da Antenna Technologies
Foundation (Genebra, Suica) onde foi previamente identificado. E aqui foi cultivado em
laboratério da empresa Spirulina Brasil G&F Ltda, sob supervisdo da Profa Francisca P.
Joventino, utilizando o meio de cultura Zarrouk, e arejado com uma iluminacgao de 3000 lux
por um periodo fotografico de 12 h. Os parametros fisicos, quimicos e microbioldgicos foram
sempre determinados, com um procedimento visando controlar a intensidade da luz e diminuir
a taxa de evaporagdo. A Spirulina é retirada dos tanques e apés a filtragdo para retirar o
excesso de agua, o material foi pesado para determinar a biomassa Umida e submetido a

dessecacgdo durante 5 h. O material seco foi pesado novamente para medir a biomassa seca e,
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em seguida, mantido a -20 ° C até o uso. Foi suspenso em &gua destilada para administracao

oral aos animais.

4.2.2 Preparacao e caracterizacdo do extrato aquoso da SPI para determinacéao de fendis
totais e proteinas totais

O extrato aquoso de Spirulina a 10% (p/v) foi preparado a partir de uma amostra seca.
A extracdo foi obtida com o auxilio de ultra-som durante 40 minutos a temperatura ambiente
(25 ° C), e o teor de residuo solido foi determinado de acordo com a Farmacopeia Brasileira
(2010) .

4.2.3 Conteudo de polifendis totais do extrato aquoso de S. platensis

Para a analise dos teores de polifendis totais, uma aliquota (1 mL) do extrato a 10% foi
transferida para um baldo volumétrico de 25 mL para diluicdo. As amostras do extrato diluido
(4 mL) foram transferidas para um baldo volumétrico de 10 mL contendo 0,25 mL de Folin-
Ciocalteu e 4 mL de a4gua Milli-Q. Ap0s a alcalinizacdo do meio (3 mL de solucdo de Na,CO3
a 10%), o volume foi completado para 10 mL com agua Milli-Q e leituras realizadas por
espectrofotometria a 785 nm. A curva de calibragdo foi preparada com acido galico padrdo em
concentragcfes variando de 1 a 6 ug/mL. Os resultados do contéudo de fendis totais, foram
expressos como equivalente de acido galico por grama de peso seco, Spirulina.

4.2.4 Conteudo de Proteinas Totais do extrato aquoso de S. platensis

A quantificacdo de proteinas totais foi determinada pelo ensaio colorimétrico usando
um kit de determinacao de proteina CC ™ da Bio Rad (Califérnia, EUA). As amostras (5 pL
de extrato de S. platensis) foram transferidas para uma placa de 96 pocos, seguida da adicdo
de 25 puL de reagente A (tartarato alcalino de cobre) e 200 uL de reagente B (Folin) em cada
poco, protegido da luz). Apds 15 minutos em repouso a temperatura ambiente (25 ° C) no
escuro, a proteina total foi quantificada espectrofotometricamente a 750 nm em um leitor de
microplacas. A curva de calibracdo para a determinagdo de proteinas foi preparada usando
albumina de soro bovino (0,5; 1,0; 1,5; 2,0, 2,5, 3,0, 4,0 mg/mL).

4.3 Cirurgia Estereotaxica para inducao do Parkinsonismo

Os procedimentos de lesdo do corpo estriado foram realizados através de cirurgia

estereotaxica. Os animais foram anestesiados com xilazina (10 mg/kg via intraperitoneal, i.p.)
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e quetamina (50 mg/kg via intramuscular, i.m.) e posicionados no aparelho estereotaxico
(Stoelting®). Foi realizada uma incisdo de aproximadamente 2 cm de comprimento com um
bisturi, no alto do créanio, expondo-se as suturas 6sseas cranianas, com o objetivo de localizar
0 bregma (juncdo entre as suturas saginal e coronal). Duas coordenadas de acesso ao corpo
estriado foram marcadas de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (1984). O modelo
experimental de les&o do corpo estriado foi proposto por Ungerstedt (1968). Foram realizadas
perfuracdes nos cranios dos animais com uma broca de baixa rotacdo (Dremel), permitindo
entrada da seringa Hamilton diretamente no corpo estriado. As lesdes foram feitas
unilateralmente, apenas no hemisfério direito dos animais. Os animais receberam duas
microinjeces de 6-OHDA na dose de 6 pg/puL em cada sitio, perfazendo um total de 12
pg/2uL, conforme as coordenadas descritas na Tabela 2. Apos as injecfes, 0s animais foram

suturados com fio cirurgico de algoddo (AP 0,4/15x45 cm) e desinfectada com povidine.

Tabela 2 - Sitios das les6es estriatais unilaterais com a 6-OHDA.

Coordenadas estriatais 12 22

Antero-posterior (A-P) +0,5 |-09
Medio-lateral (M-L) -25 |-37
Dorso-ventral (D-V) +50 |+65

Fonte: PAXINOS & WATSON, 1984.

Os animais do grupo falso-operado foram submetidos aos mesmos procedimentos
cirdrgicos, no entanto, ndo receberam a neurotoxina 6-OHDA, foi somente introduzida a
agulha nas mesmas coordenadas estereotaxicas, seguido de infusdo de salina estéril com acido

ascorbico a 0,1% (veiculo para 6-OHDA)
4.4 Protocolos Experimentais

Os animais foram divididos em 5 (cinco) grupos, da seguinte forma (Tabela 3):
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Tabela 3 - Protocolo experimental 1

Grupo Cirurgia Tratamento
1 Salina 3uL- intrastriatal Veiculo v.o.
2 Salina 3pL-intrastriatal SPI 50 mg/kg, v.o.
3 6-OHDA (12 pg/2uL, intrastriatal) \eiculo, v.o.
4 6-OHDA (12 pg/2uL, intrastriatal) SPI1 25 mg/kg, v.o.
5 6-OHDA (12 pg/2pL, intrastriatal SPI 50 mg/kg, v.o.

Os animais foram submetidos a lesdo nigroestriatal com injecdo estereotaxica de
6-OHDA ou salina, e tratados com a SPI nas doses 25 e 50 mg/kg por 18 (dezoito) dias, 2 h
apos a cirurgia. Decorridos 15 (quinze) dias apds a cirurgia, todos os animais foram
submetidos a testes comportamentais. Apds a realizacdo de todos os testes, no 18° dia de
tratamento, os animais foram eutanaziados por decaptacao para dissecacao das seguintes areas
cerebrais: estriado direito (lesionado), estriado esquerdo ou perfundidos.

4.5 Testes Comportamentais

No periodo que compreendeu entre o 15° dia ap0s a cirurgia e até o 18° dia, 0s
animais foram submetidos a testes comportamentais para serem avaliados com relacdo ao
comportamento rotacional (teste da apomorfina), a atividade locomotora exploratéria vertical
e horizontal (campo aberto), assimetria dos membros anteriores (teste do cilindro),
comportamento depressivo-simile (nado forcado) e memoria operacional (labirinto em Y),
conforme descrito na Tabela 4.

Tabela 4 - Protocolo experimental 2

Dias Procedimento Grupos
1° Cirurgia (6-OHDA ou salina) Todos
1° 30 18° | Tratamento com Spirulina ou salina SPI 25 e 50 mg/kg

15° Teste do campo aberto e cilindro Todos

16° Teste do nado forgado Todos

17° Labirintoem Y Todos

18° Teste da Apomorfina Todos

18° Dissecagéo Animais destinados aos
testes bioquimicos e
HPLC

18° Perfusdo Animais destinados a
Imunohistoquimica
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Apos os testes, os animais foram subdivididos dentro dos grupos eeutanaziados
por decaptacdo e tiveram as areas cerebrais (estriado direito e esquerdo) dissecadas para a
realizacdo das analises bioguimicas e dosagem de monoaminas. Para a analise
imunohistoldgica, os animais foram anestesiados com xilazina (10mg/kg i.p.) e quetamina
(100mg/kg i.m.) e perfundidos com paraformaldeido a 4%, os cérebros foram retirados e
mantidos em paraformoldeido tamponado over night, posteriormente preservados em solucéo
de sacarose a 30%. Para realizacdo das imunohistoquimicas os cérebros foram congelados e

fatiados no criostato (50 pm).

45.1 Avaliagdo do comportamento rotacional induzido por apomorfina (MARSHALL
& UNGERSTEDT, 1976).

O teste rotacional induzido por apomorfina é utilizado como parametro para a
determinacéo da extensédo da lesdo estriatal em animais submetido a injecao estriatal unilateral
de 6-OHDA e se caracteriza por movimentos estereotipados de rotacdo na diregéo
contralateral a lesdo realizada. Este € um teste sensivel para lesdes estriatais com extensdes
maiores que 80% (DEUMENS et al., 2002).

Apbs 18 dias da lesdo estriatal e do tratamento com SPI foi injetada uma dose de 1
mg/kg de apomorfina (dissolvido em salina, i.p.) em cada animal, e estes foram colocados em
bacias plasticas por 60 minutos e observado o comportamento rotacional que € determinado
através do monitoramento das rotacdes induzidas pela apomorfina, tanto no nimero de
rotaces na direcdo contraria a lesdo (lado contralateral), quanto no nimero de rotacdes na

direcdo da lesdo (ipsilateral). (Figura 7).
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Figura 7-Teste do coportamento rotacional induzido por Apomorfina

Fonte- arquivo do Laboratério de Neurociéncias e Comportamento

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

Neste teste € possivel avaliar a atividade exploratoria vertical e horizontal do
animal. O campo aberto consiste de uma arena quadrada de acrilico preto (50 x50 cm). O piso
da arena é dividido em quatro quadrantes iguais. Durante o teste os animais foram colocados
na arena e deixados para explorar o ambiente por 5 (cinco) minutos, e registrado o nimero de
quadrantes atravessados pelo animal (crossings). Também foi avaliado o nimero de vezes que
0 animal se levantou para explorar 0 ambiente, mantendo-se suspenso apenas pelas patas
traseiras, caracterizando o comportamento exploratério vertical (rearing). Manteve-se o
cuidado de limpar a arena ap6s cada animal ser retirado com uma solucdo de alcool a 20% e
secada com toalhas de papel, para evitar que o cheiro de urina e fezes interferisse no teste,
este procedimento foi feito apds cada teste comportamental. O ambiente foi iluminado com

luz vermelha. (Figura 8).
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Figura 8- Arena do teste do campo aberto

Fonte- arquivo do Laboratério de Neurociéncias e Comportamento

4.5.3 Teste do cilindro (Limb-use asymmetry test) (SCHALLERT et al., 2002)

O teste do cilindro visa avaliar a assimetria dos membros, que € determinada
durante o comportamento de rearing, quando o animal fica em pé sobre as patas posteriores —
exploracdo vertical. Para tanto o animal foi colocado em um cilindro de acrilico (60 cm de
altura e 18 cm de diametro) e observados por 5 (cinco) minutos . Durante 0 comportamento
exploratdrio de rearing o contato com a parede do cilindro foi contabilizado de acordo com o
membro anterior que tocar o cilindro, contralateral (membro afetado), ipsilateral (membro néo

afetado) ou ambos (simultaneamente). (Figura 9).
A assimetria foi calculada pelas férmulas:

Percentual ipsilateral [(ipsilateral/Total)x100];
Percentual contralateral [(contralateral/Total)x100];

Percentual de ambas [(ambas/Total)x100];
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Figura 9- Aparato usado no Teste do cilindro

Fonte- arquivo do Laboratério de Neurociéncias e Comportamento

4.5.4 Teste do Labirinto em Y (Y-maze)

Esse teste avalia o aprendizado e a memoria operacional, que tem como principal
area envolvida o cortex pré-frontal. O labirinto em forma de Y consiste de uma caixa de
acrilico com os trés bracos iguais, cada um medindo 22 x 7cm. O teste dura 8 minutos e
consiste em avaliar a capacidade do animal em alternar as entradas dos bragos

espontaneamente.

Neste teste, o animal foi colocado em um braco e 0 seu movimento de entradas
alternadas em cada brago foram anotadas, de acordo com as sequencias escolhidas, bem como
0 numero total de entradas em cada braco. Foi considerado acerto cada vez que o animal
entrou em 3 diferentes bragos sem repeticdo. O resultado foi expresso em porcentagem e
obtido através da seguinte formula matematica:

Alternacdes NUmero de acertos

. = — X 100
espontaneas (%) Numero total de entradas - 2

O sucesso do teste é indicado pela alta taxa de altern&ncia nos grupos controle,
indicando que os animais podem se lembrarem em qual brago eles entraram por ultimo. Entre
cada sessdo, o labirinto foi higienizado com uma solucdo de alcool a 20% e secado com

toalhas de papel. (Figura 10).
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Figura 10- Aparato do teste do Labirinto em Y

Fonte- arquivo do Laboratorio de Neurociéncias e Comportamento

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

Este teste tem como objetivo avaliar o comportamento tipo depressivo-simile.
Consiste em expor os roedores a uma situacdo aversiva, como nadar em um tanque cilindrico

com agua, onde eles ndo podem tocar o fundo do cilindro ou fugir (escape).

Os animais foram colocados em um cilindro de acrilico (60 cm de altura e 23 cm
de didmetro), contendo 25 cm de agua por 6 (seis) minutos, com o primeiro minuto de
adaptacdo e registrado o tempo de imobiliza¢do nos 5 (cinco) minutos posteriores. O tempo de
imobilizacdo foi registrado, sendo considerado toda vez em que o animal permanece parado
sem deslocamento do corpo pela 4gua, somente com movimentos das patas suficientes para

manter a cabeca fora da agua. (Figura 11).
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Figura 11- Cilindro usado para o teste do nado forgado

Fonte- arquivo do Laboratério de Neurociéncias e Comportamento

4.6 Avaliacdo do Estresse oxidativo
4.6.1 Determinacéo da peroxidacéo lipidica (TBARS)

A peroxidacéo lipidica foi avaliada pela mensuragédo de substancias tiobarbitaricas
acido-reativas (TBARS) formadas (DRAPER; HADELY, 1990). O método mais empregado
para determinacdo das TBARS, representado pelo malonil dialdeido (MDA) em amostras
bioldgicas é baseado na sua reacdo com acido tiobarbitirico (TBA). Nesta reacdo, duas
moléculas de TBARS reagem estequiometricamente com uma molécula de MDA para formar
um cromaforo roseo, que tem absorbancia maxima em solucéo acida em 532 a 535 nm.Os
tecidos estriatais foram homogeneizados a 10% em tampé&o fosfato 50 mM (pH 7,4) gelado.
Duzentos e cinquenta microlitros (250 pL) do homogenato foram incubados no banho de agua
a temperatura de 37°C por uma hora. Apos a incubacdo, 400 pL de acido perclorico (35%)
foram adicionados, para interromper a peroxidacdo, e centrifugados a 12000 rotacGes por
minuto (rpm), a 4°C por dez minutos. Em seguida, 600 pL do sobrenadante foram retirados e
adicionados a 400 pL de &cido tiobarbiturico 0,6%. A mistura foi levada ao banho de agua,
por 30 (trinta) minutos, a uma temperatura variavel de 95 a 100°C. A solucéo entdo é retirada
e colocada para esfriar a temperatura ambiente. Apos isso, foi feita a leitura em 532 nm,
utilizando um leitor de ELISA. A curva-padrdo foi obtida mediante a leitura das
concentracdes de malonaldialdeido (MDA-10 mM) e os pontos da curva foram: 1mM;100
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MM;50 UM ;25 uM;12,5 uM;6,25 uM;3,125 uM e 1,56 pM.
4.6.2 Dosagem de Nitrito (GREEN et al., 1982)

O reativo de Griess (N-1-naftiletilenodiamina a 0,1% em A&gua bidestilada/
sulfanilamida 1% em acido fosforico 5%, acido fosférico 5%,1:1:1,v/v/Vv) revela a presenca de
nitrito/nitrato (NO2/NO3) em uma amostra que pode ser (urina, plasma, homogenato tecidual)
por uma reacdo de diazotizacdo que forma um cromdéforo de cor réseo, com um pico de

absorbancia em 560 nm.

Para realizacdo do ensaio foram usados 100 pL do reagente de Griess e
adicionados 100 puL do sobrenadante (amostras previamente centrifugadas) do homogenato a
10% do corpo estriado dos ratos em salina ou 100 puL do padrdo de NaNO; nas varias
concentragdes. Para o branco foram usados 100 uL do reagente de Griess adicionados a 100
pL de salina. A leitura da absorbancia foi feita em 540 nm. As leituras da absorbancia dos
padrdes (y) foram plotadas contra a concentracdo de cada padréo (x), entdo determinada a
equacdo da reta, que foi usada para a determinacdo da concentracdo de nitrito em cada
amostra. A curva de calibracao foi feita com Nitrito de sédio ( NaNO;) 10 mM e os pontos da
curva foram: 1mM;100 puM;50 uM ;25 uM;12,5 uM;6,25 uM;3,125 uM e 1,56 uM.

4.7 Anélise Imunohistopatolégica

Os animais foram perfundidos através do coracdo, pelo ventriculo esquerdo com
salina gelada, seguido de paraformaldeido a 4% em PBS. Os cérebros foram removidos e pés-
fixados com formol tamponado (overnight), apos esse periodo foram armazenados em solugédo
crioprotetora de sacarose a 30%. O tecido foi cortado no criostato e montado em laminas
gelatinizadas. Os cortes histoldgicos de 50 pum na regido do estriato, foram entdo corados pela
técnica Fluoro Jade (fluorescéncia) para a verificagdo de morte neuronal. Também foi feita
imunohistoquimica para tirosina hidroxilase (TH), transportador de dopamina (DAT), iNOS,
COX,, SOD-2 e GSK;3 .

Os dados das fotomicrografias foram quantificados em densidade optica (DO) relativa
pelo software ImageJ 1.45s (National Institutes of Health, USA). Foi realizada uma anélise
semi-quantitativa de densidade Optica das imagens digitalizadas dos cortes histoldgicos
imunomarcados. Apos obter quatro imagens do corpo estriado lesionado e quatro do lado nédo

lesionado, com objetiva de 40X, foi calculada a porcentagem da densidade 6tica do lado ndo
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lesionado em relacdo ao lado lesionado do mesmo animal. O valor final da percentagem da

DO de cada grupo advém de uma média das DOs de cada animal.

Tabela 5- Anticorpos primarios utilizados para imunohistoquimica

Anticorpos primarios | Diluicédo Marca Pais
Anti-INOS 1:400 Santa Cruz® USA
Anti-COX 2 1:200 Santa Cruz® USA
Anti-SOD 2 1:300 Abcam® USA
Anti-GSK; 1:200 Abcam® USA
Anti-DAT 1:100 Sigma® USA
Anti-TH 1:500 Millipore® Alemanha

Tabela 6 -Anticorpos secundarios utilizados para imunohistoquimica

Anticorpos Secundarios Diluicéo Marca Pais
Anti-Rabbit 1:200 Abcam® USA
Anti-goat 1:200 Abcam® USA

4.7.1 Imunohistoquimica para Tirosina Hidroxilase

A Tirosina Hidroxilase (TH) é uma enzima limitante envolvida na sintese de
dopamina e um marcador molecular de neurdnios dopaminérgicos (BEZARD et al., 2013). Na
doenga de Parkinson ha uma deficiéncia de TH, assim como baixos niveis de dopamina. A
deteccdo imunohistoquimica foi realizada sobre cortes estriatais, o lado lesionado e nao

lesionado, para examinar a extensao da desnervacdo presente na substancia negra.

Os cortes foram lavados trés vezes com tampdo fosfato (PBS, pH 7.4) por 5
(cinco) minutos, o bloqueio da peroxidase enddgena foi feito com peréxido de hidrogénio
0,3% (H,0,) durante 10 (dez) minutos durante e depois lavado mais 2 (duas) vezes por 5
(cinco) minutos em PBS. Foram incubados com o anticorpo primario (1:500, anti-TH;
anticorpo produzido em coelho, Millipore®, USA) em albumina bovina 5% (BSA) durante a
noite a 4°C. No dia seguinte as laminas foram lavadas 3 (trés) vezes em PBS por 5 (cinco)
minutos, em seguida os cortes foram incubados com um anticorpo secundario (anti-coéelho de
cabra biotinilado, 1gG — ABC, Santa Cruz®) por 1 (uma) hora, enxaguados novamente 3 (trés)

vezes com PBS por 5 (cinco) minutos. Posteriormente os cortes foram cobertos com o
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conjugado enzimaético avidina/biotina (AB) durante 30 (trinta) minutos, lavados novamente 3
(trés) vezes com PBS por 5 (cinco) minutos, em seguida os cortes foram incubados com um
anticorpo secundario (anti-coelho de cabra biotinilado, 1gG — ABC, Santa Cruz®)), seguindo
as especificacOes do fabricante. Em seguida, as laminas foram desidratadas em alcool (50, 70
e 100%), diafanizadas e montadas em meio a base de xilol (Entelan®), e posteriormente

examinadas.
4.7.2 Imunohistoquimica para Transportador de dopamina (DAT)

O procedimento para a imunohistoquimica do transportador transmembrana de

dopamina (DAT) seguiu 0 mesmo para TH, sendo o anticorpo anti-DAT diluido em 1:100.

4.7.3 Imunohistoquimica para GSK3p

O procedimento experimental para a imunohistoquimica para a enzima glicogénio
sintase quinase 3 (GSK-3) seguiu o anterior descrito para TH e a diluicdo 1:200 da mesma

maneira descrita anteriormente.

4.7.4 Coloracao com Fluoro Jade C

Foi utilizada a técnica de marcacdo fluorescente com Fluoro Jade C, este liga-se
especificamente a neurdnios em processo de degeneracdo (SCHMUED et al., 2005). Os cortes
cerebrais foram hidratados em agua destilada. Depois colocados em solugdo de permanganato
de potassio 0,06% por 6 minutos. Foram entdo lavados em banho de &dgua destilada durante 1
minuto. Em seguida, foram incubados em solu¢do de Fluoro Jade C 0,001%, em &cido acético
0,1%, durante 15 minutos. Apds esse periodo, os cortes foram lavados 3 vezes com éagua
destilada por 3 minutos. Para a montagem das laminas foram feitas a desidratagdo com alcool
nas concentracdes de (50, 70 e 100%), diafanizadas e montadas em meio a base de xilol
(Entelan®).

4.8 Imunohistoquimica para determinacéo da resposta inflamatéria
4.8.1 Imunohistoquimica para 0 iINOS e a COX2

Pesquisas indicam que os niveis de COX2 e iNOS encontram-se aumentados em
cérebros de pacientes com DP, e isso pode ser reproduzido também no modelo de 6-OHDA.

As técnicas de imunohistoquimica seguiram o mesmo protocolo descrito anteriormente. Os
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anticorpos primarios anti-COX2 e anti-iNOS foram usados na dilui¢do 1:200 , de acordo com
as instrucoes do fabricante), durante 24 ha4 ° C.

4.9 Imunohistoquimica para determinacgdo do estresse oxidativo
4.9.1 Imunohistoquimica para a SOD-2

A SOD desempenha um papel importante na regulagdo da defesa antioxidante celular,
catalisando a dismutacédo de radicais superoxido em oxigénio e perdxido de hidrogénio. Além
disso, pode ser um iniciador de reacdes em cadeia de radicais livres, como a peroxidacdo
lipidica (HALLIWELL, 1989). As técnicas de imunohistoquimica seguiram 0 mesmo
protocolo descrito anteriormente, e foi utilizado para analise o anticorpo priméario Anti-SOD2
da Abcam, na dilui¢do de 1:300 de acordo com as instrugdes do fabricante, durante 24 ha 4 °
C.

4.10 Dosagens de monoaminas por HPLC

Para a deteccdo dos niveis de catecolaminas foi utilizado o equipamento de HPLC
(cromatografia liquida de alto desempenho) por deteccdo eletroquimica da SHIMADZU . Os
tecidos foram sonicados em é&cido perclérico (HCLO,) a 1% por aproximadamente 30
segundos e 0 homogenato foi colocado em tubos Eppendorf (2mL) para centrifugacdo por 15
minutos em centrifuga refrigerada a 14000 rpm. Uma aliquota de 20 pL do sobrenadante foi
entdo injetada no equipamento de HPLC para serem analisadas. Para as analises de
monoaminas Dopamina (DA) e seus metabolitos, acido diidroxifenilacético (DOPAC) e acido
homovanilico (HVA), foi utilizada uma coluna CLC-ODS(M) com comprimento de 25cm,
calibre 4,6cm e diametro da particula de 0,3 um, da Shimadzu-Japdo. A fase mével utilizada
foi composta por acido critico 0,163 M e NaCl (pH 3,0) contendo acido octanosulfonico
sodico 0,69 M (SOS) como reagente formador do par ibnico, acetonitrila 4% viv e
tetrahidrofurano 1,7% v/v. DA e DOPAC foram eletroquimicamente detectados usando-se um
detector amperométrico da SHIMADZU. Foi injetado padroes de DA, DDOPAC e HVA para

obtenc¢do de cromatograma padrédo para estas monoaminas citadas.

4.10 Analises Estatisticas

Na avaliagdo dos testes comportamentais, no teste da Apormorfina e nas anélises de
imunohistoquimica (TH, DAT, COX2, iINOS, GSK3 e SOD), foi utilizado o teste de analise de
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variancia (ANOVA) unidirecional, seguido por Tukey para comparacfes multiplas.

Foram usados, em todos os testes, o critério de significancia de p < 0,05. Os resultados
foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). O programa de computador
usado foi 0 GraphPad Prism® 5.0.
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5 RESULTADOS
5.1 Composicao e caracterizacao do extrato aquoso de Spirulina platensis.

Os valores obtidos na caracterizagéo do extrato aquoso de Spirulina platensis a 10 %,
como o teor de residuo sélido, conteido de polifendis totais e contetdo de proteina total estdo

descrito na tabela 7, abaixo.

Tabela 7-Teor de residuo sélido, polifendis totais e proteina total do extrato aquoso de
Spirulina platensis.

Teor de residuo solido 17,8 mg/mL
Polifenais totais 16,5 mg/g
Proteina total 455 mg/g (45,5%)

5.2 Efeito do extrato aquoso da Spirulina platensis no comportamento rotacional

induzido por apomorfina em ratos parkinsonianos.

O grau de deplecdo de dopamina foi avaliado através da analise do comportamento
rotacional utilizando o teste da apomorfina que é considerando um teste padrdo para
confirmagdo da reprodutibilidade do modelo de parkinsonismo experimental unilateral
induzido pela 6-OHDA. Os resultados demonstraram que o grupo lesionado 6-OHDA néo
tratado apresentou um aumento de mais de 250 vezes no nimero de rotacdes contralaterais/h,
comparados ao grupo FO (FO: 1,23 £+ 0,87; 6-OHDA: 309,1 + 42). A SPI (25 e 50 mg/kg )
(6-OHDA+SPI25:218,9+70,8; 6-OHDA+SP150:157,8+ 19,71) reduziu de forma significativa

0 nimero de rotagdes contralaterais a lesdo, sugerindo um efeito neuroprotetor (Figura 12).
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Figura 12. Namero de rotagdes contralaterais induzidas pela apomorfina em ratos
parkinsonianos.

N
(@)
S

a
_T.

W
o
e

=
o
<

o

N° rotacGes contralaterais/h
N
o
g

FO SPI125 SPI150
6-OHDA

Os animais receberam a 6-OHDA através de cirurgia estereotaxica (12 ug/2ul) e foram
tratados com SPI (25 e 50 mg/kg) durante 18 dias e ap0s este periodo foi feito o teste de
apomorfina 1mg/kg, i.p. (n=8). Os valores estdo expressos como média + EPM, p <0,001, ® vs
FO; p <0,05; ® vs 6-OHDA ; (ANOVA unidirecional e Tukey como teste post hoc).
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5.3 Efeito do extrato aquoso da Spirulina platensis sobre a atividade locomotora (Teste

do campo aberto) em ratos parkinsonianos.

No teste do campo aberto observamos que a atividade exploratéria do animal foi
pouco afetada pela lesdo com a 6-OHDA e que apenas o tratamento com SPI 50mg/kg
apresentou uma melhora na atividade locomotora do animal lesionado pela neurotoxina,
embora ndo houve diferenca significativa no nimero de cruzamentos entre os grupos (FO:
19,27 + 2,6, FO+SPI150: 19,55 + 1,8, 6-OHDA: 10,63 + 2,4, 6-OHDA+SPI125: 12,86 + 2,4, 6-
OHDA+SPI50 15,56 + 2,8) (Figura 13 A).

Com relacdo ao numero de rearings que avalia a atividade exploratdria vertical
também ndo houve diferenca significativa com relacdo ao grupo lesionado (FO: 5,1 £ 0,9,
FO+SPI150: 5,5 + 0,9, 6-OHDA: 3,2 1, 6-OHDA+SPI125: 1,4 + 0,5, 6-OHDA+SPI50 2,2 £+ 1)
(Figura 13 B).

Possivelmente o tamanho da amostra utilizado (n=8), ndo tenha sido suficiente para

detectar uma significancia estatistica.

Figura 13. A - Numero de cruzamentos no teste 0 campo aberto em ratos parkinsonianos.
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Os animais com lesdo unilateral pela 6-OHDA (n=8) foram tratados com a SPI (25 e 50
mg/kg) e no 15° dia, apos cirurgia estereotaxica, foi feito o teste do campo aberto . Os valores
estdo expressos como média + EPM. p< 0,05, ® vs FO (ANOVA unidirecional e Tukey como
teste post hoc).
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Figura 13. B- NUmero de rearings (exploracéo vertical) durante o teste do campo aberto em

ratos parkinsonianos.
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Os animais com lesdo unilateral pela 6-OHDA (n=8) foram tratados com a SPI (25 e 50
mg/kg) e no 15° dia apds cirurgia estereotaxica, foi feito o teste do campo aberto observado
0 numero de rearings. Os valores estdo expressos como média + EPM, p>0,05 (ANOVA
unidirecional e Tukey como teste post hoc).
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5.4 Efeito do extrato aquoso da Spirulina platensis sobre a assimetria dos membros
anteriores (Teste do Cilindro) em ratos parkinsonianos

No teste do cilindro analisamos a motricidade das patas dianteiras de forma
independente, ipsi e contralateral, bem como de forma combinada, ambas as patas.

Neste teste foi observada uma maior atividade com ambas as patas anteriores do grupo
falso-operado e que essa atividade foi menor nos animais com a leséo por 6-OHDA, o que
demonstra um comprometimento motor, apos o tratamento com a SPI ndo foi observado essa
diminuicdo para as patas anteriores nem ipsi e nem contralateral a lesdo. Os animais
lesionados tiveram uma diminui¢cdo do movimento como um todo neste teste, ou seja, a leséo
levou os animais a movimentarem-se menos, portanto, realizando menos o movimento

exploratério vertical (Figura 14).

Tabela 8- Numeros de toques com as patas dianteiras no cilindro, expressa em média = EPM.

Grupos FO FO+SPI5S0 | 6-OHDA | 6-OHDA+SPI25 | 6-OHDA+SPI50
AMBAS 6,711 | 4,9+0,5 2,8+1 2+0,8 2,5+11
IPSILATERAL 3+0,9 1,7+0,6 2,31 2,6+0,7 3,5+ 0,7
CONTRALATERAL 1,7+0,6 1,1+0,5 0,89+0,6 1,8+1,4 1,2+ 0,4

Figura 14. Numero de toques das patas dianteiras (ipsilateral, contralateral e ambas),
observados durante o teste do cilindro em ratos parkinsonianos.
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Os animais receberam a 6-OHDA através de cirurgia estereotaxica e foram tratados com SPI (25 e 50
mg/kg) e no 15° dia foi feito o teste do cilindro (n=8). Os valores estdo expressos como média + EPM,
p< 0,05, ® vs FO (ANOVA e Teste de Tukey como teste post hoc).
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5.5 Efeito do extrato aquoso da Spirulina platensis sobre o aprendizado e a memoria

operacional em ratos parkinsonianos.

No teste do labirinto em Y foi quantificada a capacidade do animal em desempenhar a
tarefa de entrar nos bragos do labirinto de maneira alternada, que chamamos de memdria
operacional ou de trabalho. Neste teste ndo foi verificado déficit da memoria de trabalho e
nem modificacdo do desempenho desta tarefa em nenhum dos grupos (FO:58,4+3,2 %,
FO+SPI150: 61,6+3%, 6-OHDA: 76,2+3,9%, 6-OHDA+SPI25: 65+9,7%, 6-OHDA+SPI50: 72
* 3,8% (Figura 15).

Figura 15. Percentual de alternaces espontaneas corretas observadas no teste do labirinto em
Y em ratos hemi-parkinsonianos.
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Os animais receberam a 6-OHDA intrastriatal e foram tratados com SPI 25 e 50 mg/kg e no
17° dia foi feito o teste do labirinto em Y. (n=8). Os valores estdo expressos como média +

EPM, (ANOVA unidirecional e Tukey como teste post hoc).
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5.6 Efeito do extrato aquoso da Spirulina platensis sobre a atividade depressiva em ratos
parkinsonianos.

O teste do nado forcado ou do desespero comportamental foi utilizado para avaliar a
atividade depressiva. Os resultados mostraram que os animais lesionados do grupo 6-OHDA
néo tratados tiveram um maior tempo de imobilizacdo com relagdo ao grupo falso-operado,
porém ndo foi significativo e ndo houve melhora nos grupos lesionados tratados com a S.
platensis, ou seja, ndo houve uma diminuicdo do tempo de imobilidade, e ndo houve diferenca
significativa entre os grupos. (FO:8+2,2, FO+SPI50: 10,25+27, 6-OHDA: 15,5+4,5, 6-
OHDA+SPI25: 11,67+3,5, 6-OHDA+SPI50: 11,3 + 3,7). (Figura 16).

Figura 16. Tempo de imobilizag&o (s) observado durante o teste do nado for¢ado em ratos
parkinsonianos.
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Os animais receberam a 6-OHDA intrastriatal e foram tratados com SPI 25 e 50 mg/kg e no
16° dia foi feito o teste do nado forcado. (n=8). Os valores estdo expressos como média +*
EPM, p>0,05, (ANOVA unidirecional e Tukey como teste post hoc).
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5.7 Efeito do extrato aquoso da Spirulina platensis sobre os niveis de monoaminas (DA e
DOPAC) em ratos parkinsonianos.

Os resultados demonstraram que a 6-OHDA causa uma diminuigdo significativa do
conteddo de dopamina (DA) no estriado ipsilateral (direito), em torno de 90%, quando
comparado ao lado ipsilateral do grupo FO e ao seu préprio lado contralateral do grupo 6-
OHDA. Uma diminuigdo menor nos niveis de DA foi apresentada pelo grupo lesionado com
6-OHDA, apos tratamentos com SPI25 e SPI50 (comparativamente ao lado ipsilateral do
grupo FO ou ao lado contralateral desses dois grupos) (Figura 17-A).

Resultado similar foi observado em relagdo aos niveis do metabélito DOPAC, o grupo
lesionado 6-OHDA néo tratado apresentou uma diminuicdo de 72%, quando relacionado ao
lado direito do grupo FO, bem como ao seu préprio lado contralateral. O grupo lesionado com
6-OHDA apresentou diminuicdo menor apds os tratamentos com a SPI comparativamente ao
lado ipsilateral do grupo lesionado 6-OHDA néo tratado e ao seu lado contralateral (Figura
17-B).

Tabela 9- Niveis de DA, DOPAC e HVA (ng/g de tecido) no estriado direito de ratos

parkinsonianos.

GRUPOS FO 6-OHDA 6-OHDA+SPI25 6-OHDA+SPI50
DA 3611 £584,0 | 328,3+26,72 1136+110,6 990,4+171,4

DOPAC 1062+129,9 | 291,5+62,74 674,9+126,3 715,5+143,0
HVA 255+56,3 101,5+21,01 227+39,01 163,1+20,08

Os valores estdo representados em média = EPM. p<0,05.

Figura 17. A- Niveis de DA (ng/( de tecido) no estriado direito (ipsilateral) de animais com les&o estriatal por 6-
OHDA
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Figura 17. B- Niveis de DOPAC (ng/g de tecido) no estriado direito de animais com leséo estriatal por 6-OHDA
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Figura 17. C- Niveis de HVA (ng/g de tecido) no estriado direito de animais com lesdo estriatal por 6-OHDA
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Figura 17. Os animais com lesdo unilateral pela 6-OHDA foram tratados por 18 dias apds a
lesdo, com SPI 25 e 50 mg/kg. Apds este periodo de tratamento, foram eutanaziados e o
estriado ipsilateral foi dissecado para a dosagem do niveis de monoaminas por HPLC. (n=8).
Os valores estdo expressos como média £+ EPM. (ANOVA unidirecional e Teste de Tukey
como teste post hoc e teste t de Student pareado e ndo pareado bicaudal).

A-DA: ?vs FO, p <0,01, ® vs 6-OHDA, p = 0,0101,t = 7,72, df = 9, °vs 6-OHDA, t = 3,524,
df =11, p = 0,0485.

B-DOPAC: ? vs FO, p< 0,05,  vs 6-OHDA, p = 0,0315, t = 2,544, df = 9, ® vs 6-OHDA p =
0,0264, t = 2,715, df = 8, p=0,0264.

C-HVA: :®vs FO, ®vs 6-OHDA , p< 0,05.
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5.8 Efeito extrato aquoso da Spirulina platensis sobre os niveis de substancias

tiobarbituricas acido-reativas (TBARS) em ratos hemi-parkinsonianos.

Foi observado um aumento de 2 vezes no conteddo de MDA no estriado direito

(lesionado) do grupo 6-OHDA né&o tratado, quando comparado ao grupo FO. O tratamento

com a SPI (50 mg/kg) reverteu significativamente o aumento do conteldo de peroxidagdo

lipidica, expressa como conteudo de MDA (malonildialdeido) (ug/g de tecido). (Figura 18).

Figura 18. Dosagem dos niveis de peroxidacao lipidica no estriado direito em ratos com leséo

unilateral pela 6-OHDA expressas por MDA .
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Os animais com lesdo unilateral pela 6-OHDA foram tratados com SPI 50 mg/kg e apds o
tratamento foram eutanaziados para retirada do estriado e feito a dosagem da peroxidacédo
lipidica. (n=6) Os valores estéo representados em média + EPM. p <0,001,% vs FO; , p <0,001
b ys 6-OHDA (ANOVA unidirecional e Tukey como teste post hoc).
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5.9 Efeito do extrato aquoso da Spirulina platensis sobre os niveis de nitrito/nitrato em
ratos hemi-parkinsonianos.

O estriado direito (lesionado) do grupo 6-OHDA néo tratado apresentou um aumento
de 3 vezes nos teores de nitrito, comparado ao mesmo lado do grupo FO. Por outro lado,
valores ainda inferiores do contetdo de nitrito observados pelo grupo FO foram obtidos apds

os tratamentos com a SP1(50 mg/kg), sugerindo um efeito antioxidante (Figura 19).

Figura 19. Niveis de nitrito/nitrato no estriado direito, em ratos com lesdo unilateral pela 6-
OHDA.
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Os animais com lesdo unilateral pela 6-OHDA foram tratados com SPI 50 mg/kg e apds o
tratamento foram eutanaziados para retirada do estriado e feito a dosagem dos niveis de
nitrito/nitrato. (n=6). Os valores estdo representados em média + EPM. p <0,001,% vs FO,; p
<0,001,° vs 6-OHDA . (ANOVA unidirecional e Tukey como teste post hoc)
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5.10 Efeito do extrato aquoso da Spirulina platensis sobre a morte neuronal avaliada
através da imunorreatividade para tirosina hidroxilase (TH) no corpo estriado de ratos
hemi-parkinsonianos.

Como pode ser observado na figura 20 os animais submetidos a lesdo com a
neurotoxina apresentaram uma reducdo de 99% na imunorreatividade para TH no estriado
ipsilateral quando comparada aos animais FO. Por outro lado o tratamento com a SPI 50
mg/kg mostrou uma diminuicdo de 42% na imunocoloracdo para TH com relacdo ao grupo
lesionado com 6-OHDA. Assim, a Spirulina diminuiu significativamente a perda do marcador
dopaminérgico tirosina hidroxilase (TH) no estriado lesionado de ratos submetidos a lesdo
com 6-OHDA e ndo tratados (Figura 20).

Figura 20. A- Fotomicrografias representativas da imunomarcagdo para tirosina hidroxilase (TH) no
estriado ipsilateral de ratos hemi-parkinsonianos.

Figura 20. B- Densidade oOtica da imunomarcacao para tirosina hidroxilase (TH) no estriado direito em

ratos hemi-parkisonianos.
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Os animais com lesdo unilateral pela 6-OHDA foram tratados com SPI 50 mg/kg, por 18 dias e apds o
tratamento foram eutanaziados para retirada do estriado. (n=4)

A- As fotomicrografias (aumento 400x; 500 um) foram quantificados pelo software Image J, NIH,
EUA.

B- Grafico em barras mostrando densidade 6tica da imunorreatividade para TH no estriado ipisilateral.
p <0,001, ? vs FO, ° vs 6-OHDA. (ANOVA unidirecional seguido de Tukey como teste post hoc).
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5.11 Efeito do extrato aquoso da Spirulina platensis sobre os niveis de 6xido nitrico

sintase induzivel (INOS) em ratos hemi-parkinsonianos.

No presente estudo, observou-se um aumento de 9 vezes para a imunorreatividade do
INOS no estriado do grupo lesionado 6-OHDA ndo tratado, isto foi reduzido

significativamente a valores ainda inferiores aos do grupo FO, ap0s o tratamento com SP1 (50
mg/kg), (Figura 21).

Figura 21. A- Fotomicrografias representativas de imunomarcacdo para iNOS no estriado
direito de ratos parkinsonianos.

Figura 21. B- Densidade 6tica da imunomarcacdao para iNOS no estriado direito de ratos

parkinsonianos.
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Os animais com lesdo unilateral pela 6-OHDA foram tratados com SPI 25 e 50 mg/kg e apds
o tratamento foram eutanaziados para retirada do estriado. (n=4)
A- As fotomicrografias (aumento 400x; 200um) foram quantificadas pelo software Image J,

NIH, EUA.
B- Grafico da densidade Gtica: p <0, 001, ® vs FO, ; p <0,001,° vs 6-OHDA. (ANOVA

unidirecional seguido de Tukey como teste post hoc)
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5.12 Efeito do extrato aquoso da Spirulina platensis sobre os niveis de ciclooxigeanse 2

(COX2) em ratos hemi-parkinsonianos.

Uma imunorreatividade 15 vezes maior para COX-2 foi demonstrada no estriado
lesionado do grupo 6-OHDA néo tratado quando comparado ao grupo FO e apresentou uma
diminuicdo significativa dessa imunomarcacgdo apds o tratamento com SPI1 50 mg/kg (Figura
22).

Figura 22. A- Fotomicrografias representativas da imunorreatividade para COX-2 no estriado
direito de ratos hemi-parkisonianos.

Figura 22. B- Densidade 6tica de imunohistoquimica para COX-2 no estraido direito de ratos
hemi-parkisonianos.
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Os animais com lesdo unilateral pela 6-OHDA foram tratados com SPI 25 e 50 mg/kg e apds
o tratamento foram eutanaziados para retirada do estriado. (n=4)

A- As fotomicrografias (aumento 400x; 200um) foram quantificados pelo software Image J,
NIH, EUA.

B- Grafico da densidade Gtica da imunorreatividade para COX2. . p <0.05, ® vs FO, ° vs 6-
OHDA. (ANOVA unidirecional seguido de Tukey como teste post hoc)



70

5.13 Efeito do extrato aquoso da Spirulina platensis sobre os niveis do transportador de
dopamina (DAT) em ratos parkinsonianos.

Da mesma forma que os achados para TH, uma diminuicdo significativa da
imunorreatividade para o DAT (98%) foi demonstrada no estriado direito lesionado do grupo
lesionado 6-OHDA néo tratado. Esta reducdo foi revertida significativamente (55%) no grupo
lesionado com 6-OHDA ap06s tratamento com SPI1 50 mg / kg. (Figura 23).

Figura 23. A-Fotomicrografias representativas de imunomarcagdo para DAT no estriado
direito de ratos hemi-parkisonianos.

Figura 23. B- Densidade ética de imunohistoquimica para DAT no estriado direito de ratos

parkisonianos.
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Os animais com lesdo unilateral pela 6-OHDA foram tratados com SPI 25 e 50 mg/kg e ap6s
o tratamento foram eutanaziados para retirada do estriado. (n=4)

A- As fotomicrografias (aumento 400x; 200um) foram quantificados pelo software Image J,
NIH, EUA.

B- Gréfico da densidade 6tica. p <0,001, ? vs FO; ° vs 6-OHDA. (ANOVA unidirecional
seguido de Tukey como teste post hoc)
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5. 14 Efeito do extrato aquoso da Spirulina platensis sobre os niveis de Glicogénio sintase
quinase p (GSK3p) em ratos parkinsonianos.

Como pode ser observado na figura 24 nos animais submetidos a lesdo com a
neurotoxina apresentaram uma aumento em torno de 90% na imunorreatividade para GSK3 no
estriado ipsilateral quando comparada a dos animais FO e o tratamento com a SPI 50 mg/kg
mostrou uma diminui¢do significativa em torno de 42% na imunomarcagdo para GSKjp
comparado ao grupo lesionado com 6-OHDA,valores semelhantes aqueles observados no
grupo FO (Figura 24).

Figura 24 A-Fotomicrografias representativas de imunorreatividade para GSK3 B no estriado

Figura 24 B- Densidade 6tica de imunohistoquimica para GSK3 B no estriado direito

direito de ratos hemi-parkisonianos.

lesionado de ratos parkisonianos.
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Os animais com lesdo unilateral pela 6-OHDA foram tratados com SPI 25 e 50 mg/kg e apds
o tratamento foram eutanaziados para retirada do estriado. (n=4)
A- As fotomicrografias (aumento 400x; 100um) foram quantificados pelo software Image J,



NIH, EUA.
B- Grafico da densidade 6tica : p<0,001, ® vs FO , ® vs 6-OHDA (ANOVA unidirecional
seguido de Tukey como teste post hoc)
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5.15 Efeito do extrato aquoso da Spirulina platensis sobre a degeneracdo neuronal

avaliado através da coloracdo por fluoro-jade C no estriado direito de ratos hemi-

parkinsonianos.

Na figura 25A abaixo podemos observar que nos animais que sofreram a lesdo com a 6-

OHDA apresentaram uma aumento em torno de 95% na imunorreatividade para FJ-C no

estriado ipsilateral e o tratamento com a SPI 50 mg/kg mostrou uma diminuicdo na

imunofluoréscencia de em torno de 70% quando comparada a dos animais FO (Figura 25).

Figura 25 A- Fotomicrografia da coloracdo por fluoro-jade C no estriado direito lesionado de

ratos hemi-parkinsonianos.
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Figura 25 B- Gréafico da densidade Otica da coloracdo por fluoro-jade C no estriado direito

lesionado de ratos hemi-parkinsonianos
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Os animais com lesdo unilateral pela 6-OHDA foram tratados com SPI 25 e 50 mg/kg e apos
o0 tratamento foram eutanaziados para retirada do estriado.(n=4)
A- As fotomicrografias (aumento 400x;100 um) foram quantificados pelo software Image J,

NIH, EUA.

a b
B- Grafico da densidade odtica. p<0,001, vs FO , vs 6-OHDA.(ANOVA unidirecional

seguido de Tukey como teste post hoc).
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5.16 Efeito do extrato aquoso da Spirulina platensis sobre o estresse oxidativo avaliado
através da imunomarcacdo para SOD 2 no estriado direito de ratos hemi-
parkinsonianos.

Na figura 26 A, nos animais submetidos a lesdo com a neurotoxina apresentaram uma
reducdo de 90% na imunomarcacdo nas células SOD-2 positivas no estriado ipsilateral
quando comparada a dos animais FO . Por outro lado o tratamento com a SPI 50 mg/kg
mostrou um aumento em torno de 70% na imunomarcacdo para células SOD-2 positivas.
(Figura 26).

Figura 26 A- Fotomicrografias da imunocoloragdo para SOD-2 no estriado direito lesionado

de ratos hemi-parkinsonianos.

Figura 26 B- Numero de células SOD-2 positivas no corpo estriado direito lesionado de ratos

parkisonianos.
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Os animais com lesdo unilateral pela 6-OHDA foram tratados com SPI 25 e 50 mg/kg e apds

o tratamento foram eutanaziados para retirada do estriado. (n=4)

A- As fotomicrografias (aumento 400x; 100 um) foram quantificados pelo software Image J,
NIH, EUA.

B- Grafico do numero de células imunomarcadas para SOD2. p<0,001, 2 vs FO,  vs 6-
OHDA (ANOVA unidirecional seguido de Tukey).
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6 DISCUSSAO

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa progressiva que causa a
morte neuronal em regides dopaminérgicas especificas no cérebro (substancia negra pars
compacta, estriado) resultando em sintomas motores como tremor de repouso, rigidez e
bradicinesia. Atualmente a Levodopa é o tratamento de primeira-linha para a DP, porém
embora seja eficaz do ponto de vista sintomatico o tratamento com Levodopa é incapaz de
fornecer uma protecdo duradoura necessaria para impedir a progressdo da doenga. Assim em
estagios mais avangados da DP os pacientes desenvolvem complicagcbes motoras e alteraces

nas fungdes autonémicas e cognitivas (DOUNA et al., 2012).

Nas Gltimas décadas tem aumentado o interesse de inUmeros investigadores no
estudo de drogas com atividades neuroprotetoras que possam ser utilizadas como novas
estratégias terapéuticas no tratamento de doencas neurodegenerativas como a DP. Por
definicdo, a neuroprotecdo é um efeito que pode resultar em resgate, recuperacdo ou

regeneracdo do sistema nervoso, suas células, estrutura e funcéo (VAJDA, 2002).

Para elucidar a patogénese, mecanismos envolvidos com a morte neuronal e avaliar a
eficacia desses novos tratamentos farmacoldgicos para DP foram desenvolvidos numerosos
modelos animais. O sucesso na translacdo dos dados da pesquisa basica para a clinica apdia-
se fortemente no quanto estes modelos manifestam de modo acurado a patologia os sintomas
e 0S mecanismos patogénicos observados no paciente com DP (TIEU, 2011). Assim modelos
animais com um elevado poder preditivo sdo pré-requisito para a pesquisa translacional e
guanto de similaridade mostrar o0 modelo para a DP maior o valor preditivo para os ensaios
clinicos (ANTONY et al., 2011).

O modelo da leséo estriatal unilateral com 6-OHDA utilizado no presente trabalho
como outros modelos apresenta também suas limitacdes. Assim embora o0s animais
apresentem alguns dos déficits celulares e comportamentais observados em pacientes com DP,
animais tratados com 6-OHDA ndo desenvolvem os corpos de Lewy caracteristicos da DP
(ANTONY et al., 2011). Os corpos de Lewy sdo inclusbes citoplasméticas de agregados
insolUveis de diferentes proteinas, sobretudo de alfa-sinucleina. 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 transportador de dopamina,
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que carrega a toxina para dentro dos neurdnios dopaminérgicos. Uma vez no neurdnio, a 6-
OHDA acumula-se no citosol e sofre rapida auto-oxidacgdo, levando a altas taxas de formacéo
de radicais livres (principalmente o peroxido de hidrogénio). Como um mecanismo adicional,
a 6-OHDA pode acumular-se na mitocéndria, onde inibe a atividade da cadeia de transporte

de elétrons através do bloqueio do complexo | (BLANDINI et al, 2008).

A Spirulina platensis é uma rica fonte de proteina, utilizada como suplemento
nutricional, especialmente em paises de baixa renda. No presente estudo, a padronizacdo do
extrato aquoso de Spirulina platensis apresentou uma composi¢do de 16,5 mg/g de fenois
totais e 45,5% de proteina. Esta cianobactéria, além de ser uma fonte rica de proteina, é
conhecida por apresentar muitas propriedades, incluindo propriedades anti-inflamatorias,
antioxidantes e neuroprotetoras, importantes para 0 tratamento de patologias

neurodegenerativas cronicas, como a doenga de Parkinson.

A presenca de neuroinflamacdo e a disfuncdo mitocondrial, caracteristicas comuns
dessas condicdes neuroldgicas, podem levar ao aumento do estresse oxidativo por liberacao
excessiva de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Essas Ultimas alteracfes irdo
intensificar ainda mais o dano neuronal e a inflamagdo subsequentes, resultando em uma
retro-alimentag@o progressiva da neurodegeneracdo (FISCHER; MAIER, 2015). Diante dos
fatos apresentados, avaliamos as propriedades neuroprotetoras de S. platensis (SPI) no

modelo de hemiparkinsonismo, resultante da lesdo estriatal de 6-OHDA.

As lesbes estriatais induzidas pela 6-OHDA causam comportamento rotatorio quando
utilizamos um agonista dopaminérgico, como a apomorfina, nos animais hemi-parkisonianos
(UNGERSTEDT; ARBUTHNOTT, 1970). Isso ocorre porque 0s receptores pos-sinapticos
dopaminérgicos estriatais estdo hipersensibilizados no lado desnervado, apresentando uma up
regulation dos receptores D,. Esta resposta rotacional a apomorfina é utilizada como indice
comportamental da supersensibilidade do receptor DA, ap6s lesdo unilateral de 6-OHDA
(WADDINGTON et al., 1979), bem como para avaliar a extensdo da desnervacgao nigrostriatal
unilateral (HUDSON et al., 1993). Assim o teste da apomorfina tem sido usado como padréo-
ouro para analises de lesdes causadas pela 6-OHDA, porque é robusto, confiavel e detecta as
alteracbes na sensitividade dos receptores de dopamina estriatais, proporcionando dessa
forma, a verificacdo de extensas lesdes nigroestriatais (MEREDITH; KANG, 2006). No
presente trabalho, a potencial atividade neuroprotetora da SPI foi apoiada pela diminuicéo do
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comportamento rotacional induzido pela apomorfina, onde o grupo lesionado 6-OHDA néo
tratado apresentou um aumento de quase 300 vezes o numero de rotacbes contralaterais/h
quando comparadas ao grupo FO. Este resultado esta de acordo com diversos estudos
(AGUIAR et al., 2008; RIZELIO et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2013) que demonstraram um
aumento similar, ao realizarem o teste da apomorfina duas a trés semanas ap6s a inducdo da
lesdéo com 6-OHDA. Por outro lado o tratamento com a SPI nas doses de 25 e 50 mg/kg,
apresentou uma diminuicdo significativa deste parametro de forma dose-dependente, este

resultado por si, indica um efeito neuroprotetor desta cianobactéria.

A locomogdo no campo aberto reflete a atividade exploratéria do animal
(KONTINEN et al., 1999). No presente estudo, foi observado que a 6-OHDA induziu déficit
na atividade locomotora, mas que ap0s o tratamento com a Spirulina nos animais lesionados
ndo foram observadas diferencas significativas em relacdo a atividade exploratoria horizontal
(crossings) nem na exploracdo vertical (rearings), no teste do campo aberto, assim como
observado também em estudos anteriores (TASAIESKY et al., 2008 ; TEIXEIRA et al.,
2013). O estudo de lancu e colaboradores (2005) corrobora esses achados, onde os animais
lesionados unilateralmente pela 6-OHDA, demonstraram comprometimento na atividade
locomotora no teste do rotarod e no teste do cilindro, mas ndo no teste do campo aberto. Estas
alteracGes motoras s&o mais evidenciadas em outros modelos de parkinsonismo animal, como
nos modelos do MPTP e rotenona, pois no modelo da 6-OHDA ndo observamos alteracfes
visiveis como a bradicinesia (SCHOBER, 2004).

No teste do labirinto em Y (Y-Maze) ndo foram observadas diferencas significativas
em relacdo a memoria operacional e ao aprendizado nos animais injetados com 6-OHDA.
Estudos anteriores sugeriram que a tarefa espacial/relacional e detalhada, o aprendizado, é
processada de forma independente por diferentes estruturas cerebrais (PACKARD et al.,
1989; PACKARD; McGAUGH, 1992). Assim, demonstrou-se que a aprendizagem espacial
em ratos € criticamente dependente da integridade do hipocampo, mas ndo do estriado dorsal,
enguanto que a aprendizagem das tarefas é dependente da integridade do estriado dorsal. Nos
estagios iniciais da DP, quando a via nigrostriatal é danificada, os pacientes apresentam
dificuldades de aprendizado de tarefas de habito, mas mantém a capacidade de formar novas
memorias episddicas (DuBOIS; PILON, 1997).

Animais parkisonianos apresentam déficits motores semelhantes aos observados

em pacientes com DP em varios aspectos. Na avaliacdo da assimetria dos membros anteriores,
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através do teste do cilindro, observamos uma maior atividade em ambas as patas
demonstradas através de um aumento do numero de toques na parede do cilindro, mas néo foi
observado diferencas significativas do nimero de toques nas patas do lado ipsilateral nem do
lado contralateral a leséo com 6-OHDA, assim como descrito em estudos anteriores
(SCHALLERT et al., 2000;SHI et al., 2004).

Pacientes com DP apresentam movimentos reduzidos em amplitude (hipocinesia),
assim como déficits na postura e equilibrio, que levam a uma incoordenacdo motora durante a
caminhada (ROZAS; GARCIA, 1997). Os resultados obtidos no presente estudo
demonstraram que o tratamento com Spirulina platensis ndo apresentou melhora na assimetria
motora causada pela injecdo de 6-OHDA. No entanto em um estudo de Chattopadhyaya e
colaboradores, 2015, os animais tratados com Spirulina fusiforme apresentaram uma melhora
de quase 33 % na coordenacdo motora dos animais, avaliada no teste do Rotarod. Neste teste
assim como no teste do cilindro, a via reticuloespinhal parece estar envolvida, visto que
ajustes posturais sao necessarios para manter os animais no rotometro (MEREDITH; KANG
2006). Animais com lesdes unilaterais pela 6-OHDA apresentaram forte correlacdo com a
assimetria das patas dianteiras no teste do cilindro, caracterizada por um aumento do uso da
pata ipsilateral a lesdo e uma reducdo da pata dianteira contralateral a lesdo de forma
independente.

O teste do nado forcado € um dos modelos mais tradicionais para o estudo da
depressdo em animais de laboratério. E um teste com boa validade preditiva e esta baseado no
modelo ou paradigma de “desespero comportamental” (PORSOLT et al., 1977). Ha relatos
em outros estudos que demonstrem o efeito de drogas feitas a partir de plantas ou produtos
naturais sobre a depressdo em modelos animais de doenca de Parkinson porém ndo sdo muito
claros. Neste estudo demonstramos que o tratamento com a SPI ndo apresentou diferencas
significativas no tempo de imobilidade do animal, portanto ndo foi possivel confirmar um

efeito antidepressivo da SPI nas doses testadas.

Mostramos que o tratamento com a SPI recuperou parcialmente as deplecdes DA e
DOPAC observadas no estriado de animais lesionados com 6-OHDA nédo tratados. A
caracteristica neuropatologica mais importante da doenca de Parkinson ¢ a perda de neur6nios
dopaminérgicos da substancia negra, levando a uma deplecdo severa da DA estriatal
(HORNYKIEWICZ; KISH, 1986). O estriado possui uma populacdo de interneur6nios

dopaminérgicos que aumenta em ndmero em modelos animais da doenca de Parkinson |,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chattopadhyaya%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26306668
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presumivelmente para compensar a deplecdo de dopamina (HUOT; LEVESQUE; PARENT et
al., 2007). A deficiéncia dopaminérgica em pacientes com doenca de Parkinson causa
anormalidades de movimento, comportamento, aprendizagem e emocdes (RODRIGUEZ-
OROZ et al., 2009). Assim, o SPI, por reversdao parcial da deplecdo DA, ofereceria alguma

protecdo para pacientes com DP.

As teorias atuais sobre 0s principais mecanismos que tentam explicar a fisiopatologia
do envelhecimento, como a doenca neurodegenerativa relacionada a idade, frequentemente
incluem o estresse oxidativo como parte de uma maior constelacdo de processos patoldgicos,
em vez de se concentrar em uma Unica causa (JAMES et al.,2012, GREENOUGH et al.,
2013). Em geral, as visdes contemporaneas de distarbios neurodegenerativos comuns,
incluindo doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, acidente vascular cerebral e declinio
cognitivo relacionado a idade (ANDERSEN, 2004), incluem uma visdo mais ampla que nao

depende predominantemente de um Unico processo bioquimico.

O tratamento com a SPI reverteu significativamente o aumento dos niveis de nitrito e a
peroxidacao lipidica observado no estriado direito (lesionado) do grupo 6-OHDA ndo tratado.
E amplamente aceito que o estresse oxidativo, que leva a produgdo de EROS, esta presente
em doencas neurodegenerativas (CHEN; GUO; KONG, 2012; KIM et al., 2015 ; SULTANA,
PERLUIGI; BUTTERFIELD , 2013 ; UTTARA et al., 2009). Outro trabalho realizado por
nosso grupo de pesquisas demonstrou o aumento da peroxidacdo lipidica e niveis de nitrito
em cerebros de pacientes com Alzheimer (DICIERO; BRUIN; VIANA, 2000) . Estes dois
parametros sdo bons marcadores de estresse oxidativo e foram atenuados pela SPI, indicando
o potencial antioxidante desta cianobactéria. Anteriormente (BERMEJO-BESCOS; PINERO-
ESTRADA,; VILLAR DEL FRESNO, 2008), mostraram que 0 extrato proteico aquoso de S.
platensis apresenta uma atividade antioxidante nas células da linhagem SH-SY5Y
(neuroblastoma huano), protegendo a atividade das enzimas antioxidantes celulares (GPx
total, GPx-Se e GR) e aumentando a glutationa reduzida nas células na presenca do estresse
oxidativo induzido pelo ferro. Um estudo recente (PEREZ-JUAREZ et al., 2016) demonstrou
que S. platensis reduziu a morte neuronal induzida pelo &cido kainico em camundongos,

devido as suas propriedades antioxidantes.

Para avaliar a morte neuronal dopaminérgica pela imunorretatividade de TH, o

trabalho de Rodrigues; Gomide; Chadi, 2003, mostrou que a injecdo estriatal de 6-OHDA
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ocasionou um desaparecimento macico de terminais imunorreativos a TH, em uma &rea
definida dentro do estriado em torno do local da injecdo. Estes autores também observaram o
diminuicdo de corpos celulares da DA, em uma pequena regido da substancia negra pars
compacta ipsilateral e concluiram que a injecdo estriatal de 6-OHDA leva a degeneragédo
retrograda, bem como a ativacdo glial na via da dopamina nigrostriatal. TH é a enzima
limitante de taxa para sintese de catecolaminas cerebrais; e a reducdo da expressédo de TH
resulta em sintese de DA diminuida, levando a DP, o que torna TH essencial na patogénese da
DP (ZHU; JING, 2012). Assim, a DP pode ser considerada como uma sindrome de deficiéncia
de TH do estriado (TABREZ et al., 2012). Mostramos que o tratamento com SPI de animais
lesionados com 6-OHDA produziu uma recuperagdo quase completa da reducéo significativa
da imunorreatividade para TH. Considerando a grande importancia da atividade de TH na DP,
uma estratégia terapéutica ldgica e eficiente para seu tratamento pode basear-se na correcao
da deficiéncia de TH.

Também demonstramos uma diminuicdo da imunorreatividade para DAT nos animais
lesionados por 6-OHDA nao tratados, o que foi quase que completamente recuperado apos o
tratamento com SPI. O transportador de dopamina (DAT) é uma proteina transmembranar,
responsavel pela recaptacdo da DA a partir da fenda sinéptica e do término da transmissao
dopaminérgica (VARRONE; HALLDIN, 2010). Embora geralmente seja aceito que 0s
sintomas parkinsonianos se desenvolvam quando cerca de 70-80% dos neurbnios DA sdo
perdidos, estudos de imagem mostraram que uma perda em torno de 50% dos terminais DA é
necessaria para o aparecimento de sintomas em pacientes com DP (VARRONE; HALLDIN,
2010) . H& um declinio desse receptor, a medida que a doenga progride em um processo
exponencial, que pode ser revelado por obtencdo de imagem do receptor DAT, através de
tomografia computadorizada, obtidas em pacientes com DP (ANTONINI; BIUNDO, 2014).
Assim, este parametro pode ser considerado como um marcador para a diferenciacdo de
pacientes com DP de individuos saudaveis (BOR-SENG-SHU et al., 2014).

A neurodegeneracao resultard em morte celular e os restos neuronais desaparecerao
eventualmente com a astrogliose e a reacdo inflamatdria. Esta neurodegenaracdo pode ser
rastreada por meio de uma técnica de coloracdo com o Fluoro-Jade C que € positiva a partir
das 24 horas ap0s a injecdo de 6-OHDA. Esta técnica marca principalmente os neurénios no
processo de degeneracdo (SCHUMED, ALBERTSON, SLIKKER, 1997). Nossos resultados

mostraram que houve um aumento significativo na marcacgao por Fluoro-Jade C no estriado


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmued%20LC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9098566
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Albertson%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9098566
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Slikker%20W%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9098566
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lesionado por 6-OHDA ndo tratado e que este aumento foi revertido ap6s o tratamento com a
Spirulina, comprovado pela diminuicdo da fluorescéncia. Estes resultados estdo de acordo
com o estudo de Kang, 2013, que investigou o efeito de (+)-catequina na neurodegeneracéo
usando o modelo de lesdo do hipocampo de rato induzido pelo acido kainico. Estes resultados
mostraram que a injeg&o icv de &cido kainico induz a perda neuronal, bem como a ativacéo de
células gliais na regido CA3 do hipocampo como descrito anteriormente ( MATSUOKA et
al., 1999), e o tratamento com (+)-catequina ndo sO protege as células neuronais do
hipocampo, mas também reduz os astrocitos positivos para 0 GFAP. Estes dados sugerem que
a (+)-catequina, rica em polifendis como a Spirulina, tem um forte efeito neuroprotetor

contra a neurodegeneracdo do hipocampo induzida pelo acido kainico em ratos.

A neuroinflamacdo pode contribuir para uma variedade de doencas
neurodegenerativas e os EROs séo os principais reguladores deste processo, exercendo um
efeito prejudicial direto sobre os neurbnios. O Oxido nitrico € um mensageiro quimico
altamente reativo, desempenhando um papel importante na mediacdo de caminhos
fisioldgicos e patologicos (KAVYA; DIKSHIT, 2015). A expressdo do iNOS esta ligada a
geracdo de EROS que afeta varios componentes celulares e prejudica preferencialmente os
neurdnios dopaminérgicos do mesencéfalo na DP (KOPPULA et al., 2012) . Mostramos um
aumento de nove vezes na imunorreatividade estriatal para iINOS no grupo lesionado por 6-
OHDA néo tratado, quando relacionado ao grupo FO. Por outro lado, apds o tratamento com
SPI (50mg/kg), essa imunrreatividade foi ainda menor que a observada no grupo FO. Estes
resultados estdo de acordo com o trabalho de Lee e colaboradores, 2017, onde a
citotoxicidade das citocinas foi significativamente atenuada pelo extrato de S.maxima, outra
espécie de Spirulina, que efetivamente impediu a producéo de 6xido nitrico, inibindo a éxido

nitrico sintase e suprimindo a apoptose.

Uma regulacéo positiva de moléculas inflamatorias, como iNOS e COX-2, tem sido
sugerida para desempenhar um papel importante na doenca de Parkinson, levando a perda de
neurdnio dopaminérgico (OKUNO et al., 2005). A enzima COX-2 é responsavel pela primeira
etapa na sintese de varios mediadores importantes que estdo envolvidos tanto na iniciacdo
como na resolucdo da inflamacdo, e a subsequente geracdo de prostaglandinas (PGs) apos a
ativagdo, tem mostrado participar nos processos neurodegenerativos de uma variedade de
doencas (TEISMANN, 2012). Além disso, a COX-2 e rapidamente expressa em varios tipos

de células, em resposta a citocinas, fatores de crescimento e moléculas pré-inflamatorias


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kang%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23206800
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(BARTELS; LEENDERS, 2010). No presente trabalho, demonstramos que o grande aumento
na imunomarcagdo para COX-2, no estriado do grupo lesionado 6-OHDA néo tratado, foi
quase completamente revertido apds tratamentos SPI (50 mg/kg). Um trabalho recente
mostrou o controle do estresse oxidativo e mediadores pro-inflamatérios, modulacdo da
expressédo génica e inibigdo da COX-2 como mecanismos potenciais envolvidos nos efeitos da
ficocianina C e ficocianobilina (componentes bioativos da Spirulina), no recrutamento,
diferenciacéo e maturacéo de células precursoras de oligodendrdcitos em lesbes que envolvem
desmielinizacdo (PENTON-ROL, MARIN-PRIDA, FALCON-CAMA, 2018).

Nos ultimos anos, Glicogénio sintase quinase-3 B (GSK-3 B) tem demonstrado
desempenhar papéis essenciais na modulacdo de uma variedade de fungdes celulares, o que
provocou esforcos para desenvolver inibidores de GSK-3 B que possam ser utilizados na
terapéutica (GOLPICH et al., 2015). No presente estudo, houve um aumento da
imunomarcacao para 0 GSK-3 no grupo 6-OHDA e este aumento foi revertido pelo tratamento
com a Spirulina. Um trabalho de Ren e colaboradores, 2016 mostrou que o Dihidromicertina
(DHM),um flavonoide que possui efeitos antioxidantes, estimulou a fosforilacdo da GSK-3f3
em celulas MES23.5 provavelmente atenuando a lesdo celular induzida por MPTP e a
producdo de EROS de uma maneira dependente do tempo e da dose, 0 que provavelmente
contribui para protecdo neuronal mediada por DHM. Além de supressdo mediada por DHM
da producéo de ERQOS, este estudo fornece a primeira evidéncia de que 0 DHM modula o via
Akt/GSK-3B, 0 que pode estar associado a protecdo neuronal dopaminérgica, contribuindo
para os efeitos neuroprotetores do DHM. Estudo de Koh et al., 2017, mostrou que os niveis de
glutationa do hipocampo foram examinados para determinar os efeitos de Spirulina sobre o
estresse oxidativo nos animais injetados com beta-amildide (AP 1-42). A Spirulina aumentou 0s
niveis de glutationa no hipocampo que foram reduzidos nos ratos injetados com a -amildide .
A Spirulina também promoveu a ativagdo do fator neurotréfico cerebral fosfatidilinositol-3
quinase inibindo a fosforilacdo da GSK-3p.

O estudo de Chattopadhyaya e colaboradores, 2015, mostraram as propriedades
neuroprotetoras de algumas outras espécies de Spirulina (S. fusiforme) em modelo de DP
semelhante ao nosso (induzido por 6-OHDA) melhorando a atividade locomotora e
diminuindo o estresse oxidativo, bem como aumentando os niveis de DA, nos ratos
lesionados. Outro estudo (AZIZ et al., 2014) demonstrou o efeito protetor do tratamento com

Spirulina na fungdo locomotora e nos danos morfologicos, no modelo de lesdo da medula
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espinhal em ratos, mostrando que a suplementacdo de S.platensis (180 mg/kg/dia) impediu os
déficits neuroldgicos nos animais lesionados. Garbuzova-Davis e Bickford (2010) mostraram
que uma dieta suplementada com Spirulina manteve significativamente o peso corporal e 0
reflexo de extensdo, e também reduziu os marcadores inflamatorios e a degeneracdo do

neurdnio motor, em um modelo de esclerose lateral amiotr6fica em ratos.

O trabalho de Pabon e colaboradores (2012), usando um modelo de DP induzido por
alfa-sinucleina em ratos, demonstrou que a SPI apresenta atividade neuroprotetora, pois
observaram mais células TH e NeuN positivas na substancia negra apés o tratamento. A SPI
também diminuiu o numero de células microgliais ativadas. Embora esses achados
corroborem com 0s nossos e apontem para o potencial de SPI na neurodegeneracdo, 0sS
autores usaram um protocolo diferente: em primeiro lugar, a administracdo de uma dieta
contendo 0,1% de SPI, por um periodo de 30 dias (pré-tratamento) e, em segundo lugar,
tratamento com dieta suplementada com Spirulina nos animais lesionados, durante 2 semanas,

1 ou 4 meses.

No presente trabalho a 6-OHDA promoveu uma diminuic¢do significativa nas
células positivas para a enzima SOD-2 (superoxido dismutase 2) no estriado lesionado e essa
diminuicdo foi revertida apds o tratamento com a Spirulina. Em relacdo a presenca de SOD na
substancia negra de pacientes com DP, Saggu e colaboradores (1989) relataram um aumento
na atividade de SOD-Mn (SOD2) e normal SOD-Cu/Zn (SOD1). Nossos resultados estdo de
acordo com o trabalho de Bermejo-Bescés e colaboradores, 2008 , onde o extrato proteico de
S. platensis e a ficocianina exercem a atividade antioxidante protegendo a atividade das
enzimas antioxidantes celulares GPx total, GPx-Se e GR e aumentando a glutationa reduzida
nas células contra o estresse oxidativo induzido pelo ferro. Além disso, eles mostraram que a
S. platensis possui propriedades quelantes de ferro que sdo conhecidas por catalisar muitos
processos que levam ao aparecimento de radicais livres, portanto, as propriedades
antioxidantes dessa cianobactéira e seus componentes bioativos, como a ficocianina, podem

surgir tanto da eliminagéo de radicais como da quelacdo de metais.

Varios estudos recentes mostraram o efeito antioxidante e antiiflamatorio da Spirulina
e que este efeito pode ser util no tratamento do diabetes tipo I. Considerando que a diabetes €
uma doenca de caréater inflamatorio, o trabalho de Joventino e colaboradores, 2012, mostrou

gue a S.platensis diminuiu a glicemia, bem como os niveis de triglicérides e colesterol total de
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ratos diabéticos. O estudo de Lee e colaboradores, 2017, corrobora este resultado, mostrando
que o extrato de Spirulina pode ser eficaz para preservar a viabilidade e a fungdo das células 3
pancreaticas contra condi¢es citotoxicas. Além disso, o extrato de Spirulina administrado por
via oral em ratos diabéticos mostrou também a diminuicdo dos niveis de glicose, aumento da
insulina e melhora nos marcadores de enzimas hepaticas, aumentando a sobrevivéncia e
reduzindo ou retardando a destruicdo das células B mediadas por citocinas. Outro estudo,
observou que o tratamento com Spirulina ou insulina aliviou significativamente a disfungéo
renal através da reducdo do estresse oxidativo, enquanto os ratos recuperaram histologia renal
normal. Em geral, este estudo indica que a Spirulina é eficiente na inibi¢do da hiperglicemia e
do estresse oxidativo induzido pela diabetes e sugere que a administracdo desta alga pode ser
atil na prevencdo de complicacdes diabéticas. Essa melhora foi ainda mais pronunciada do

que a causada pela injecédo de insulina (GARGOURI, et al., 2017).

Estudos recentes tem sido mais voltados para pesquisar a acdo dos componentes
bioativos da Spirulina, como a ficocianina C e a ficocianobilina. O estudo de Kumar et al.,
2017, mostrou que a Spirulina melhora significativamente a vida Util e a atividade locomotora
das moscas DJ-1BA% expostas ao paraquat. Além disso, a suplementacdo de Spirulina e
ficocianina C individualmente e independentemente reduziu o estresse oxidativo. Uma
diminuicéo significativa nas atividades de superéxido dismutase e catalase nas moscas (DJ-
1BA%) alimentadas com Spirulina tende a indicar o envolvimento de propriedades
antioxidantes associadas a Spirulina na modulacdo da sinalizacdo induzida pelo estresse e
melhora na vida Gtil e atividade locomotora nas moscas droséfila (DJ-1pA%). Estes resultados
sugerem que as propriedades antioxidantes da Spirulina indicam um possivel uso como

suplemento nutricional para melhorar a qualidade de vida na doenca de Parkinson.

Outro estudo (CERVANTES-LLANOS et al.,, 2018) mostrou que, componentes
bioativos da Spirulina platensis como a ficocianina C , a principal biliproteina dessa
cianobactéria e seu grupo protéico, ficocianobilina, exercem a¢des de melhoria em modelos
de roedores de encefalomielite autoimune experimental (EAE) e restaurou a fungédo motora
dos animais. Além disso, os marcadores de estresse oxidativo foram modificados com
ficocianina C medidos em homogeneizado cerebral e soro e protegeram a integridade das
bainhas cerebrais de mielina, conforme demonstrado pela analise de microscopia eletrdnica de
transmissdo. Em camundongos C57BL/6 com EAE, ficocianobilina melhorou quando

administrado por via oral o estado clinico dos animais e reduziu os niveis de expressdo das
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citocinas pro-inflamatorias IL-6 e IFN-y do cérebro. Esses resultados, pela primeira vez,
apoiam o fato de que tanto ficocianina C quanto a ficocianobilina administrada por via oral
poderiam potencialmente melhorar a neuroinflamacéo, proteger da desmielinizacéo e da perda
axonal, o que pode ser traduzido em uma qualidade de vida melhorada para pacientes com

encefalomielite.

O teste da formalina, que é muito utilizado para medir a efetividade de agentes
antinociceptivos foi realizado com o objetivo de corroborar nossos achados e ratificar que os
efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes da Spirulina platensis sdo atribuidos em grande
parte, possivelmente ao seu contetido proteico. O teste foi realizado com uma Fragdo Protéica
da Spirulina (FPS) obtida do laboratério CEFAC-UFC. A vantagem deste teste sobre o teste
de contorcdes é a possibilidade de avaliar dois tipos diferentes de dor, vista em duas fases:
fase inicial aguda (0 a 5 minutos) e tardia (20 a 25 minutos) apds o periodo entre as fases,
denominado intervalo de quiescéncia (HUNSKAAR; HOLE, 1987, MARTINS et al., 2006). A
primeira fase € conhecida como dor neurogénica ou aguda, estando relacionada com a
estimulacdo quimica direta dos nociceptores das fibras aferentes do tipo C e, em parte, das
fibras do tipo Ad e esta associada a liberagcdo de aminodcidos excitatorios, 6xido nitrico e
substancia P. A segunda fase (inflamatoria) estd relacionada com a liberacdo de varios
mediadores pré-inflamatérios, como bradicinina, prostaglandinas, serotonina, e outros
(HUNSKAAR; HOLE, 1987, SHIBATA et al., 1989). Os resultados mostraram que a FPS
diminuiu o nimero de lambeduras neste ensaio, somente na fase inflamatéria (dados nédo
mostrados), fortalecendo ainda mais a hipotese de que componentes protéicos bioativos da S.
platensis estdo envolvidos na diminuicdo de citocinas e enzimas pro-inflamatorias.
Semelhante a este resultado, o trabalho de Joventino e colaboradores, 2012, mostrou que a
Spirulina também diminuiu de forma dependente da dose a primeira (neurogénica) e somente
a segunda fase (inflamatéria) do teste da formalina, evidenciando a agdo anti-inflamatoria

dessa cianobactéria.

A Spirulina em um trabalho recente inibiu a inflamag&o induzida por LPS, através da
repressdo de HDAC (Histona desacetilase) em macrofagos (CHUANG et al., 2009). As
enzimas HDACSs séo conhecidas por desempenhar um papel na homeostase da acetilacdo de
proteinas e regular as atividades celulares, como a transcricdo, e sua disfuncdo est& associada
a uma grande variedade de distarbios cerebrais (HALILI et al., 2009). Assim, os inibidores de

HDAC, além de exercer efeitos anti-inflamatorios, também apresentam um potencial como
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drogas neuroprotetoras (GRABIEC; TAK; REEDQUIST, 2011; COPPEDE, 2014).
Recentemente, nosso grupo demonstrou que o &cido valproico, no modelo 6-OHDA,
provavelmente exerce uma acado neuroprotetora, em parte através da inibicdo de HDAC
(XIMENES et al., 2015). O &cido valproico aumenta a expressao de fatores neurotroficos, o
que poderia contribuir para seus efeitos neuroprotetores em neurénios DA (CHEN et al.,
2006; CHEN et al., 2007; LENG et al., 2016). A inibicdo de HDAC foi hipotetizada como
uma cooperacao para a neuroprotecdo, através da regulacéo da expressdo de genes em células
gliais (WU et al., 2013).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A Spirulina é uma cianobactéria muito rica em proteina e por este motivo, vem sendo
considerada como um super-alimento. Mostramos no presente trabalho o potencial
neuroprotetor da SPI relacionado a reversdao parcial ou completa de varias alteragdes
neuroquimicas observadas no corpo estiado do animal lesionado por 6-OHDA antes do
tratamento com a SPI. Esta capacidade neuroprotetora foi manifestada na reversdo dos niveis
de DA e seus metabolitos (DOPAC e HVA) e principalmente na reducdo da imunoreatividade
para TH, DAT, iNOS e COX-2. A SPI apresentou também uma grande atividade antioxidante
ao diminuir a lipoperoxidacdo lipidica e os niveis de nitrito no corpo estriado dos animais
lesionados por 6-OHDA.

Além disso, acreditamos que os efeitos antioxidantes e anti-inflamatoérios da Spirulina
certamente contribuirdo para suas a¢fes neuroprotetoras, como mostrado no presente trabalho,
sugerindo que este medicamento como candidato potencial seja incluido em estudos
translacionais que visem a sua utilizacdo na clinica para o tratamento de DP. Entretanto,
devido a natureza multifatorial da DP, as terapéuticas disponiveis tém uma eficacia limitada,
sendo necessario, portanto, a descoberta de novas drogas que atuem sobre as diferentes
caracteristicas da doenca. Todos esses resultados ddo suporte as propriedades neuroprotetoras
da SPI e podem estimular estudos translacionais que promovam a inclusdo da SPI como
tratamento alternativo para a DP.
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8 CONCLUSAO

Nossos resultados mostraram que a Spirulina é neuroprotetora no modelo de hemi-
parkinsonismo induzido por 6-OHDA em ratos (injecdo estriatal unilateral) pois reduziu o
comportamento rotacional induzido pela apomorfina, apresentou aumento nos niveis de DA,
DOPAC e HVA,; diminuiu a lipoperoxidagdo os niveis Nitrito/Nitrato; aumentou as
imunomarcac@es para DAT e TH; diminuiu a neuroinflamacgéo por diminuir a imunomarcacao
para iINOS e COX2 e também diminuiu a imunomarcacao para 0 GSKj3 3; diminuiu o estresse
oxidativo, demonstrado através da diminuigdo das imunomarcagdes para SOD-2; diminui a

morte celular demonstrado na coloracéo pro fluoro-jade C..

O que sugere que a Spirulina, devido aos seus efeitos anti-inflamatorio e

antioxidante, demonstra promissor efeito neuroprotetor para a Doenca de Parkinson.
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