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RESUMO

O (-)-linalol (LIN), um alcool monoterpeno, € um componente de muitas plantas
aromaticas brasileiras. Verificou-se que o LIN possui atividades biolégicas, incluindo
efeitos anticonvulsivantes, antidepressivos, anti-inflamatérios e antioxidantes no
Sistema Nervoso Central (SNC). Considerando a importancia da inflamacéo e do
estresse oxidativo na doenca de Parkinson (DP), o presente trabalho estudou, por
meio de avaliacdo comportamental, neuroquimica e imunohistoquimica, o efeito
neuroprotetor do LIN em ratos com hemiparkinsonismo experimental induzido por 6-
hidroxidopamina (les&o unilateral estriatal com 6-OHDA). Ratos Wistar (250-280 )
foram divididos em cinco grupos: Falso-operado (FO), 6-OHDA néo tratado e 6-
OHDA tratados com LIN (25, 50 e 100 mg/kg, v.0.). A neurotoxina foi injetada no
corpo estriado direito (CED) através de cirurgia estereotaxica e o tratamento com o
LIN comecou 24 h depois da cirurgia com duracao de 17 dias. FO e o grupo 6-OHDA
foram tratados com solucdo aquosa de Tween 80, durante o mesmo periodo.
Decorridos 15 (quinze) dias apoés a cirurgia, todos os animais foram submetidos aos
testes comportamentais; ap0s os testes foram eutanasiados para dissecacdo das
seguintes areas cerebrais: CED e corpo estriado esquerdo (CEE), cortex pré-frontal
(CPF) e hipocampo (HC), para as analises neuroquimicas e bioquimicas e ensaios
de imunohistoquimica. Os resultados mostraram que o LIN (25, 50 e 100 mg/kg)
reduziu o comportamento rotacional induzido pela apomorfina, e protegeu de déficits
motores, cognitivos (memoria de trabalho e de curta duracdo) e de discriminacao
olfatéria nos animais hemiparkinsonianos. O LIN protegeu contra 0 comportamento
tipo-depressivo, reduzindo o tempo de imobilidade no teste do nado for¢cado. Além
disso, aumentou os niveis de DA e DOPAC, e reduziu os niveis estriatais dos
aminoéacidos glutamato e GABA; e aumentou 0s niveis de taurina, glicina (LIN 25
mg/kg) e tirosina (LIN 100 mg/kg). No estudo imunohistoquimico, o LIN (50 mg/kg)
preveniu a morte de neurbnios dopaminérgicos no corpo estriado lesionado, e
aumentou a imunorreatividade para TH e DAT. Os dados indicam uma acgéo
neuroprotetora do LIN devido a diminuicdo do estresse oxidativo, demonstrado pela
reducdo dos niveis de lipoperoxidacdo e de nitrito nas areas estudadas; e aumento
das concentracdes de GSH no HC (LIN 25 mg/kg) e CED (LIN 50 e 100 mg/kg).
Assim como, a inibicdo de TNF-a, resultado este refor¢cado pelo efeito anti-COX-2,
visto no CED nos animais hemiparkinsonianos, apés tratamento com LIN (50 mg/kg).
Em conclusdo, mostramos que as alteracbes comportamentais e neuroguimicas em
ratos hemiparkinsonianos foram prevenidas com o tratamento com o LIN,
caracterizando um potencial efeito neuroprotetor da substancia no modelo
experimental de DP.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson. (-)-linalol. Neuroinflamacdo. Estresse
oxidativo. 6-OHDA.



ABSTRACT

(-)-Linalol (LIN), a monoterpene alcohol, is a component of many Brazilian aromatic
plants. LIN has been found to have biological activities, including anticonvulsant, anti-
depressant, anti-inflammatory and anti-oxidant effects in the Central Nervous System
(CNS). Considering the importance of inflammation and oxidative stress in
Parkinson’s disease (PD), the present research studied, through behavioral,
neurochemical and immunohistochemical evaluation, the neuroprotective effect of
LIN in rats with experimental 6-hydroxydopamine-induced hemiparkinsonism
(unilateral striatal lesion with 6-OHDA). Male Wistar rats (250-280 g) were divided
into 5 groups: sham-operated (SO), untreated 6-OHDA and 6-OHDA treated with LIN
(25, 50 and 100 mg/kg, p.o.). The neurotoxin was injected into the right striatum
through stereotactic surgery and the treatment with LIN began 24 h after surgery
lasting 17 days. FO and the 6-OHDA group were treated with aqueous solution of
Tween 80 during the same period. Fifteen days after surgery, all the animals were
submitted to behavioral tests; after the tests were euthanized for dissection of the
following brain areas: right (injured) striatum and left striatum, prefrontal cortex (PFC)
and hippocampus (HC), to perform the neurochemical and biochemical analyzes,
and immunohistochemical assays. The results showed that the LIN (25, 50 and 100
mg/kg) reduced the apomorphine-induced rotational behavior, and protected from
deficits motor, cognitive (operational memory and short-term memory) and olfactory
discrimination in hemiparkinsonian animals. LIN protected against depressive-like
behavior by reducing immobility time in forced swim test. In addition, increase DA
and DOPAC levels, and decreased striatal levels of the aminoacids glutamate and
GABA; and increased taurine, glycine (LIN 25 mg/kg) and tyrosine (LIN 100 mg/kg)
levels. In the immunohistochemical study, LIN (50 mg/kg) prevented the death of
dopaminergic neurons in right (injured) striatum, increased immunoreactivity for TH
and DAT. The data indicate a neuroprotective action of LIN due to decreased
oxidative stress, demonstrated by reduction of lipoperoxidation and nitrite levels in
the studied areas; and increased gluthatione peroxidase concentrations in the HC
(LIN 25 mg/kg) and right striatum (LIN 50 and 100 mg/kg). As well as TNF-a
inhibition, this result is supported by anti-COX-2 effect on the CED in the
hemiparkinsonian animals, after treatment with LIN (50 mg/kg). In conclusion, we
have shown that behavioral and neurochemical changes in hemiparkinsonian rats
were prevented with treatment with LIN, characterizing the neuroprotective potential
of substance in the experimental model of PD.

Keywords: Parkinson’s disease. (-)-linalol. Neuroinflammation. Oxidative stress. 6-
OHDA.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca de Parkinson (DP)

A doenca de Parkinson (DP), descrita pela primeira vez em 1817 por James
Parkinson, em sua monografia intitulada “An Essay on the Shaking Palsy”, foi
intitulada inicialmente de “Paralisia Agitante”. Sendo caracterizada pela presenca de
movimentos tremulantes, com diminuicdo da forgca muscular, tendéncia para a
inclinacdo do tronco para frente e alteracdo da marcha (festinacdo), tendo os
sentidos e o intelecto ndo afetados (PARKINSON, 1817; GOEDERT et al., 2013).

Ja no final do século XIX, o neurologista francés Jean-Martin Charcot, definiu
a presenca dos quatro sinais cardinais da doenca, quais sejam tremor de repouso,
bradicinesia, rigidez muscular, contestando James Parkinson que citava a presenca
de uma fraqueza muscular no quadro da doenca, e instabilidade postural. Além
disso, Charcot apresentou os critérios para o diagnostico diferencial e sugeriu o
primeiro tratamento para a doenca (CHARCOT, 1880; GOETZ, 1987; PEARCE,
1992; GOETZ et al., 1995). Charcot discordou da descricdo original de Parkinson,
guanto a preservacdo das funcbes corticais superiores na DP, considerando a
presenca de perda de memoria e enfim, uma disfuncdo cognitiva, fatos estes hoje
bastante conhecidos (CHARCOT, 1880; MOSLEY et al., 2010). Ele também sugeriu
a mudanca de nome da enfermidade, de Paralisia Agitante, para doenca de
Parkinson (“la maladie de Parkinson”), em homenagem a descrigdo classica de
James Parkinson (TEIVE et al., 1998).

1.2 Epidemiologia da DP

A DP é apontada pelos estudos epidemiolégicos como o distirbio do
movimento mais comum (BERG et al., 2014; MARCON et al., 2019). Atinge em torno
de 1-2% da populacéo na faixa etaria de 65 anos (SCHRAG, 2018), acometendo,
preferencialmente, individuos com idade superior aos 50 anos. Estima-se que em
2005 o numero de casos de DP no mundo era de 4,1 a 4,6 milhdes, e projeta-se que
em 2030 esse numero seja o dobro, entre 8,7 a 9,3 milhdes (DORSEY et al., 2007;
MARTINEZ-RAMIREZ et al., 2019).
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No Brasil, a notificagdo da DP ndo € compulsoria, 0 que resulta na
subnotificacdo de sua prevaléncia no pais (BOVOLENTA; FELICIO, 2016). Na
populacdo acima dos 60 anos, a prevaléncia da DP é de 3300/100 mil idosos
(BOVOLENTA; FELICIO, 2016). Estima-se que sao 220 mil pacientes, e alguns
estudos internacionais sugerem que este nimero mais que dobrara até 2030
(DORSEY et al., 2007; MARTINEZ-RAMIREZ et al., 2019).

Trata-se da segunda doenca neurodegenerativa mais comum na populacao
idosa, estando apenas atrds da doenca de Alzheimer (MARTINEZ-RAMIREZ et al.,
2019). Mas ainda n&do se conhece completamente a sua etiologia (NASROLAHI et
al.,, 2019), nem se dispdem de tratamentos efetivos para tratar os sintomas e

prevenir a progressao da DP (LIM et al., 2019).

1.3 Etiologia da DP

Acredita-se que o processo de envelhecimento € o fator causal mais
predominante, ja que sao poucos os casos de DP em pessoas com menos de 40
anos (MARCON et al., 2019). A doenca também é mais prevalente em homens
(MARCON et al., 2019) devido a um possivel papel protetor do estrogénio nas
mulheres (PETROVSKA et al., 2012; CERSOSIMO; BENARROCH, 2015). Estima-se
gue aproximadamente 90% dos casos de DP sejam idiopaticos (MOISAN et al.,
2015), enquanto os outros 10% dos casos s&o formas familiares da doenga
(MAELE-FABRY et al., 2012). Apesar disso, a comunidade cientifica acredita que a
maioria dos casos resultem de uma complexa interacdo entre alteracfes genéticas
(LUBBE; MORRIS, 2014; CHANG et al.,, 2017) e fatores de riscos ambientais
(ASCHERIO; SCHWARZSCHILD, 2016; GHOSH et al., 2016; SONG et al., 2019),
somados ao envelhecimento (MARCON et al.,, 2019). Outros fatores causais
associados a etiologia da DP incluem: estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial,
neuroinflamacado, excitotoxicidade glutamatérgica, mecanismos pro-apoptoticos e
formacéo de agregados protéicos (Figura 1) (GUPTA et al., 2008; LEES et al., 2009;
PRZEDBORSKI, 2010; FAROOQUI; FAROOQUI, 2011; SCHAPIRA; JENNER, 2011;
MARTINEZ; GREENAMYRE, 2012; ASCHERIO; SCHWARZSCHILD, 2016;
SARKAR et al., 2017; LUO et al., 2019).
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Figura 1 - Possiveis fatores envolvidos no desenvolvimento e/ou progresséao da DP.
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Fonte: Adaptado de Brundin et al. (2008).

1.3.1 Alteracdes genéticas na DP

Em 1997, foi confirmada a primeira evidéncia genética ligada a DP através da
identificacdo de uma mutacdo no gene SNCA, que codifica a proteina a-sinucleina,
gerando formas mutantes desta proteina, acelerando a formacédo de agregados de
a-sinucleina e formacdo de corpos de Lewy (SPILLANTINI et al., 1997,
POLYMEROPOULOS et al., 1997). Acredita-se que a superexpressao da a-
sinucleina no sistema nigroestriatal de ratos estimula a geracdo excessiva de
espécies reativas do oxigénio (EROs) (JUNN; MOURADIAN, 2002), aumenta a
sensibilidade dos neurdnios dopaminérgicos ao dano oxidativo (ORTH et al., 2004) e
induza disfuncdo mitocondrial (SUTACHAN et al., 2012). Respondendo por uma
perda de 30-80% de neurbnios dopaminérgicos nigrais e uma reducdo de 40-50%
dos niveis de DA estriatal (KIRIK et al., 2002), comprovando o papel desta proteina
na patogénese da DP (DEVINE et al., 2011; TAN et al., 2019).

Além da proteina a-sinucleina, alteracdes genéticas que afetam genes que
codificam outras proteinas também estdo envolvidas no desenvolvimento da forma
familiar da DP, incluindo a parkina (ARKINSON; WALDEN, 2018), a DJ-1 (CHOI et
al., 2006; ZHAO et al., 2019) e a ubiquitina carboxil-terminal hidroxilase-L1 (UCH-L1)
(CHUNG et al., 2001). Mutacdes no gene PARK2 causam deficiéncia na proteina

parkina, com perda da capacidade de ubiquinizacdo, e degeneragédo nigroestriatal
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predominante sem corpos de Lewy (CALNE, 2005). Enquanto mutagdes no gene
PARKY7, que codifica a proteina DJ-1, esta associada ao inicio precoce das formas
familiares de DP (ZHAO et al., 2019), com pacientes apresentando precocemente
sinais de discinesia, rigidez muscular e tremores, seguido de sintomas psiquiatricos,
como disturbios psicoticos, ansiedade e declinio cognitivo (ABOU-SLEIMAN et al.,
2003; REPICI; GIORGINI, 2019). A mutacdo da proteina UCH-L1 e a perda da
atividade catalitica dessa enzima, envolvida no sistema de degradacao ubiquitina-
proteossoma, estd associada a neurodegeneracdo, como na DP e doenca de
Alzheimer (WANG et al., 2017).

1.3.2 Exposicdo ambiental na DP

Estudos epidemiol6gicos associam o desenvolvimento da DP a fatores de
riscos ambientais, como residéncia rural, trabalho na agricultura e exposicdo a
metais pesados e pesticidas (DI MONTE et al., 2002; MAELE-FABRY et al., 2012;
FLEMING, 2017; SONG et al., 2019).

Estudos sobre a relagéo entre pesticidas e DP foram desenvolvidos depois da
descricdo de parkinsonismo em usuarios de drogas expostos ao 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropirimidina  (MPTP), que demonstrou causar degeneracdo de
neurbnios dopaminérgicos em animais (BOVE et al., 2005), bem como pela
semelhanca entre a estrutura quimica do MPP+ (1-metil-4-fenilpirimidina, o téxico
metabdlito do MPTP) e do herbicida bipiridil (por exemplo, paraquat) (ELBAZ et al.,
2009). As classes de pesticidas potencialmente associadas a degeneracao
nigroestriatal ndo foram determinadas na maioria dos estudos epidemioldgicos,
entretanto, alguns estudos demonstraram que o0s pesticidas organoclorados séo
neurotoxicos e podem danificar o sistema dopaminérgico através da geracdo de
estresse oxidativo, disfungcdo mitocondrial e aumento da agregagéo protéica de a-
sinucleina, todos associados a DP (ASCHERIO et al., 2006; HATCHER et al., 2007;
CHHILLAR et al., 2013).

A interacdo entre metais e proteinas do sistema nervoso € considerada um
dos principais fatores para a neurodegeneracao (LEAL et al., 2012; AJSUVAKOVA
et al., 2019). A homeostase alterada de alguns elementos metéalicos pode estar
relacionada a progressao da DP (ZHAO et al., 2013). O cobre, o ferro, 0 manganés e

0 zinco, sao oligoelementos responsaveis pela funcdo de muitas enzimas e
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proteinas celulares; contudo, esses mesmos elementos tornam-se toxicos quando
ocorre uma acumulacdo excessiva a nivel intracelular, proporcionando desordens
neurodegenerativas como a DP (KOZLOWSKI et al.,, 2009). Estudos recentes
demonstraram efeito neurotdéxico do cobre, ferro e manganés e seus mecanismos
relacionados a patogénese da DP (DUSEK et al., 2015; LAN et al., 2016), enquanto
0 zinco demonstrou efeito neurotdxico quanto neuroprotetor, dependendo da dose e
do desenvolvimento da doenca (YANG et al., 2017; AJSUVAKOVA et al., 2019).

Varios estudos avaliaram os niveis de ferro e cobre na DP. Dusek e
colaboradores (2015), encontraram um aumento significativo nos depdsitos de ferro
na substancia negra pars compacta (SNpc) e nos niveis séricos de cobre na DP, e
associaram a reducdo do conteudo de ceruloplasmina e a atividade da ferritina. A
ferritina € uma proteina chave no metabolismo do ferro no organismo, sendo capaz
de manter o ferro em um estado ndo reativo. Assim, o acumulo do ferro associado a
reducdo da ferritina podem mediar processos toxicos na DP. Kozlowski et al. (2012)
também demonstraram um aumento significativo dos niveis de cobre e zinco no
liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com DP.

O papel patogenético do manganés no desenvolvimento da DP concomitante
com alteracBes no sistema dopaminérgico estd bem estabelecido, juntamente com
excitotoxicidade, neuroinflamacdo e alteracbes na transmissdo sinaptica
(MARTINEZ-FINLEY et al., 2013; BOUABID et al., 2016; PERES et al., 2016). Varios
estudos relataram que o manganés aumentou o risco de DP, e indicaram uma
associacgao significativa entre DP e um aumento dos niveis circulantes desse metal
(AHMED; SANTOSH, 2010; FUKUSHIMA et al., 2010; HOZUMI et al., 2011; VERMA
et al., 2016; DU et al., 2018).

1.3.3 Estresse oxidativo na DP

Os radicais livres sdo moléculas altamente reativas produzidas durante o
metabolismo celular (VALKO et al., 2007). Estas moléculas sédo formadas a partir da
transferéncia de elétrons podendo reagir e formar EROs. O estresse oxidativo se da
guando h& um desequilibrio entre a producdo de EROs e 0s mecanismos
antioxidantes (BLESA et al.,, 2015), e é causa de dano neuronal observado em
varias doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer e a DP (CARLESI
et al., 2011; FAROOQUI; FAROOQUI, 2011; SUTACHAN et al., 2012; MARTINEZ;
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GREENAMYRE, 2012; SARKAR et al., 2017). A citotoxicidade das EROs pode
causar danos a biomoléculas, especialmente lipidios, acidos nucléicos e proteinas.
Estes danos, quando nao reparados, acabam comprometendo o funcionamento da
célula e levando-a a morte por apoptose ou necrose (BARNHAM et al., 2004; ZHOU
et al., 2008; BLESA et al., 2015).

Existem varias fontes de EROs na DP, desde as altas concentra¢cdes de ferro
na SNpc (DUSEK et al., 2015), até o proprio sistema dopaminérgico nigroestriatal
(SEGURA-AGUILAR et al., 2014), uma vez que a dopamina (DA), a despeito de
imprescindivel para o funcionamento normal dos géanglios da base, pode ser
degradada tanto pela enzima monoamina oxidase A (MAO-A) quanto por auto-
oxidacdo, gerando EROs citotoxicas (ZUCCA et al., 2014). O metabolismo da DA
pela MAO-A leva a formacédo do acido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC) e peroxido
de hidrogénio (H202) sob consumo de O2 e H20 (GESI et al., 2001). A auto-oxidag&o
intracelular da DA produz H202 e DA-quinona (SULZER; ZECCA, 2000; CHINTA,
ANDERSEN, 2008), a qual pode madificar véarias proteinas relacionadas a DP, como
a-sinucleina, parkina, DJ-1, UCH-L1 e a glutationa reduzida (GSH), principal
antioxidante (GIROTTO et al., 2012; DA SILVA et al., 2013; HAUSER et al., 2013;
TOYAMA et al.,, 2014; ZHOU et al.,, 2014). Além disso, a DA-quinona causa
inativacéo do transportador de dopamina (DAT) nos sinaptossomas e da enzima
tirosina hidroxilase (TH) (KUHN et al., 1999; WHITEHEAD et al., 2001), assim como
disfungdo mitocondrial (LEE et al., 2003), alteracGes das mitocondrias cerebrais
(GLUCK; ZEEVALK, 2004) e disfuncao na atividade do complexo | (JANA et al.,
2011).

A mitocéndria também contribui para a producédo de EROs. A grande maioria
do consumo de O: pela célula ocorre nas mitocondrias através da cadeia de
transporte de elétrons. Em situacdo normal, pequenas quantidades de O2 molecular
nas mitocondrias, podem levar & geracdo de EROs, como os radicais superoxido
(O2"), perodxido de hidrogénio (H202) e hidroxila (OH™) (CHINTA; ANDERSEN, 2008).
Gracas a acdo de mecanismos antioxidantes nas mitocondrias, os niveis basais de
EROs da respiragdo mitocondrial sdo minimos (ZHOU et al., 2008). No entanto, em
caso de um dano respiratorio mitocondrial, como observado na DP, prever-se uma
grande producdo de EROs na mitocondria, sobrecarregando assim 0S seus

mecanismos antioxidantes (ZHOU et al., 2008).
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A disfuncdo do complexo | da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial
€ considerada uma das principais fontes de EROs nos neurénios dopaminérgicos na
DP (REALE et al., 2012; BLESA et al., 2015). A disfuncdo do complexo | é
responsavel por aumentar a producdo de superédxido (O27), que é reduzido para
produzir H202, que na presenca ions metdlicos, principalmente o ferro, forma
radicais hidroxila (OH"), espécies altamente reativas (CHINTA; ANDERSEN, 2008).
Além disso, o superoxido (Oz27) pode reagir com o 6xido nitrico (NO), um radical livre
de vida curta, para gerar peroxinitrito (ONOQ), um poderoso oxidante de proteinas
(CHINTA; ANDERSEN, 2011). Modelos experimentais in vitro e in vivo da doenga
foram desenvolvidos com a utilizacdo de inibidores do complexo | como o MPTP, a
rotenona e a 6-hidroxidopamina (6-OHDA), que provocam uma diminuicdo de até
40% da atividade do complexo mitocondrial | (BETARBET et al., 2002). A disfuncéo
mitocondrial e do complexo | da cadeia respiratdria, traz como consequéncia a
reducdo da producédo de trifosfato de adenosina (ATP) e disfuncdo do processo
respiratorio mitocondrial, com um aumento do estresse oxidativo e dos produtos
secundarios da lipoperoxidacdo, como o malondialdeido (MDA), dos produtos
metabdlicos do NO (nitratos/nitritos) e a ativagdo da ciclooxigenase 2 (COX-2),
envolvida no processo inflamatério (ORTIZ et al., 2017).

O NO é uma molécula de sinalizacdo gasosa, altamente permeavel as
membranas bioldgicas, constitui um dos mais importantes mediadores de processos
intra e extracelulares. No sistema nervoso central (SNC), atua como um
neurotransmissor retrégrado, tendo sido implicado em varias condi¢@es fisioldgicas e
patoldgicas, incluindo a morte celular (LIU et al., 2019). Quando da sua reacdo com
0 superoxido (O2), é formado o peroxinitrito (ONOQO?), importante para a nitragédo e
oxidacdo de proteinas, peroxidacdo lipidica, disfuncdo mitocondrial, levando a
apoptose e necrose celular (RADI, 2018). Importantes evidéncias tém demonstrado
o envolvimento do NO na degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos da via
nigroestriatal (DUNCAN; HEALES, 2005; ZHANG et al., 2006).

1.3.4 Neuroinflamag¢éo na DP
Além do estresse oxidativo e consequente disfuncdo mitocondrial, estudos

evidenciam que a neuroinflamacéo também constitui um mecanismo importante na
DP (HIRSCH et al., 2012; CEBRIAN et al., 2015; WANG et al., 2015). A resposta
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inflamatoria intensa, infiltragdo de células T e ativacdo de células gliais, séo
caracteristicas comuns em pacientes com DP e modelos animais da doenca, e
desempenham papéis vitais na degeneracao de neurénios dopaminérgicos (HIRSCH
et al., 2012; WANG et al., 2015).

Em 1988, McGeer e colaboradores mostraram pela primeira vez
neuroinflamacao na forma de ativacdo microglial no contexto da DP (MCGEER et al.,
1988), sugerindo que o sistema imunologico desempenha um papel importante na
patogénese e progressao da DP (BENKLER et al., 2012; KANNARKAT et al., 2013).
No cérebro de pacientes com DP, as densidades das células T CD4+ e CD8+ na
proximidade dos neurbnios dopaminérgicos sao altas quando comparadas as de
individuos sadios (HIRSCH; HUNOT, 2009). Essa seletividade anatdbmica sugere
gue a infiltracdo linfocitica € uma resposta ao dano neuronal na DP (MEHTA,;
TANNER, 2016).

As células da glia correspondem a um completo e eficiente sistema
imunolégico inato (HAWEL et al., 2005), representado principalmente pelas células
microgliais e astrocitos (PERRY, 2012). Microglias s&o células imunes do SNC e
desempenham papéis importantes nas infec¢des e inflamacgbes cerebrais (KAUR et
al., 2017). Quando ativadas, as células microgliais tém a capacidade de alterar sua
morfologia, além de produzir produtos secretores que contribuem para a defesa de
danos ao SNC (PERRY, 2012; KAUR et al., 2017). No entanto, a superativacdo da
microglia resulta em uma producdo continua e excessiva de mediadores pro-
inflamatérios que sao téxicos para 0os neurbnios e, portanto, tem sido associada a
neurodegeneracdo na DP (MOSLEY et al., 2006; McGEER; McGEER, 2008; LULL;
BLOCK, 2010; KAUR et al., 2017).

A ativacdo microglial leva a producdo de mediadores pro-inflamatorios
incluindo o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a, do inglés Tumor necrosis factor-
alpha), algumas interleucinas (IL-1B, IL-2, IL-6, IL-12), enzimas como as
ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) e a 6xido nitrico sintase indutiva (iNOS), e outras
moléculas citotdxicas que agravam o dano inflamatorio na DP (DUFEK et al., 2015;
LESZEK et al.,, 2016; MEHTA; TANNER, 2016; KAUR et al., 2017). Estudos post-
mortem encontraram niveis elevados desses mediadores no parénquima cerebral ou
no fluido cerebroespinal de pacientes com DP (REALE et al.,, 2009; HIRSCH;
HUNOT, 2009; WANG et al., 2015).



32

Astrocitos sdo as células da glia mais abundantes, sendo diretamente
responsaveis pela sustentacdo e isolamento do neurdnio e, portanto, fundamentais
para a sua sobrevivéncia (McGEER; McGEER, 2008). Assim como a microglia, a
ativacao dos astrécitos produz citocinas proé-inflamatérias, como o TNF-a e a IL-1(,
embora com menor participacdo que as células da micréglia (VILA et al., 2001). Os
astrocitos séo ativados por varias moléculas, incluindo mediadores pré-inflamatorios
liberados pela micréglia ativada, e esses sao aumentados ainda mais pelos
astrocitos (WANG et al.,, 2015). Estudos demonstraram que 0s astrocitos estao
envolvidos de maneira importante no processo neuroinflamatério na DP (KAUR et
al., 2017).

TNF-a € uma citocina pro-inflamatéria produzida por macrofagos, células
linféides e neurbnios (KOUCHAKI et al.,, 2018), se ligam a seus receptores, 0
receptor TNF-1 (TNFR-1) e o receptor TNF-2 (TNFR-2) (GLINKA; PRUD’HOMME,
2008) e ativa o fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB), na via de sinalizacdo
envolvida com a inflamacéo (GETNET et al., 2010).

A elevagdo de TNF-a € evidente em uma série de doengas
neurodegenerativas, incluindo DP (BRODACKI et al., 2008; SCALZO et al., 2009;
CHENG et al., 2010; 2014; KIM et al., 2017). O TNF-a desempenha um importante
papel como mediador e modulador da resposta inflamatéria (KOUCHAKI et al.,
2018). Estudos indicam que o TNF-a é altamente tdxico para neurdnios
dopaminérgicos tanto in vitro (SRIRAM et al., 2006) como in vivo (DE LELLA
EZCURRA et al., 2010; CHERTOFF et al., 2011). De acordo com McCoy e Tansey
(2008) a combinacdo de dados histopatoldgicos, epidemioldégicos e estudos
farmacologicos sugerem um papel importante para o TNF-a na degeneragdo de
neurbnios dopaminérgicos nigroestriatal, contribuindo diretamente para os sintomas
da DP.

A expressado da isoforma da enzima COX-2 também se apresenta aumentada
na SNpc tanto de pacientes com DP quanto em modelos animais usando 6-OHDA e
MPTP (TEISMANN, 2012) e lipopolissacarideo (LPS) (DUTTA et al., 2008),
indicando o seu envolvimento no desenvolvimento da DP (TEISMANN, 2012).

A ciclooxigenase (COX) é a principal enzima responséavel pela formacdo de
prostaglandinas (PGs), a denominar PGE2, PGF2, PGD2, PGI2, envolvidas na
inflamacédo (KAUR et al., 2017). COX existe em duas isoformas, COX-1 (constitutiva)

e COX-2 (induzivel), codificadas por genes diferentes. Ambas as isoformas de COX
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estdo presentes no neocortex, corpo estriado (CE), tadlamo, hipotalamo e no
hipocampo (HC) (BARTELS; LEENDERS, 2010). O papel de COX-2 tem sido
relacionado como mediador de processos inflamatérios pela regulacdo de PGs pro-
inflamatorios em varios modelos de neuroinflamacéo (AiD; BOSETTI, 2011).

Bartels e Leenders (2010), demonstraram que o0 aumento da expressao de
COX-2 microglial em pacientes com DP pode estimular a ativacdo da micréglia e
aumentar a resposta inflamatéria. Usando camundongos deficientes em COX-2,
estudo mostrou que 0s animais apresentaram protecdo significativa contra a
neurodegeneragdo induzida por MPTP, confirmando a participagdo de COX-2 na
resposta inflamatéria (TEISMANN et al., 2003).

1.3.5 Excitotoxicidade glutamatérgica na DP

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio no SNC, onde atua
sobre os receptores ionotropicos (N-metil-D-aspartato - NMDA) e o &cido alfa-amino-
3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propidnico (AMPA) ou metabotrépicos (mGlul-mGlu8)
(KEW; KEMP, 2005; REINER; LEVITZ, 2018; MALIK; WILLNOW, 2019). Embora o
glutamato tenha um papel central na neurotransmissdo excitatoria, alteragbes na
homeostase do glutamato podem ter repercussdes significativas nos neurbnios
através da geracdo de cascatas neurotoxicas ou excitotoxicas (MOUSSAWI et al.,
2011).

Essas cascatas séo iniciadas principalmente apds a ativagdo dos receptores
NMDA, AMPA e canais de calcio dependentes de voltagem, resultando em um
influxo macico de célcio (Ca?*) extracelular. Além disso, as reservas intracelulares de
Ca?* séo liberadas do reticulo endoplasmatico. Acredita-se que a excitotoxicidade
possa danificar os neurbnios diretamente através da superestimulacdo dos
receptores NMDA, como resultado do aumento da liberacdo de glutamato
extracelular ou da reducéo na sua remocéao da fenda sinaptica, propagando o influxo
de Ca?* (CAUDLE; ZHANG, 2009).

O glutamato também é o0 neurotransmissor excitatorio predominante nos
nucleos da base, que é a sede dos déficits motores na DP (GREENAMYRE;
PORTER, 1994). Evidéncias demonstram que a projecdo dopaminérgica da SNpc
para alguns nucleos da base exerce uma importante funcéo reguladora no padréo

de disparo de algumas vias glutamatérgicas. A deplecao de DA, como observado na
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DP, causa reducgdo de sinalizacdo dopaminérgica para o CE, resultando em uma
superativacdo do nucleo subtalamico (NST), causando um aumento na liberacéo de
glutamato na SNpc (KINCSES; VECSEI, 2011). Acredita-se que o0 aumento nos
disparos dos neurbnios do NST na DP, funciona como um mecanismo
compensatorio destinado a elevar a liberacdo de DA dos neurdnios dopaminérgicos
sobreviventes na SNpc, a fim de manter a homeostase da DA (KINCSES; VECSEI,
2011). No entanto, o aumento nas concentracfes de glutamato liberado na SNpc
pode provocar excitotoxicidade e potencializar a neurodegeneracdo (CAUDLE;
ZHANG, 2009; MOUSSAWI et al., 2011).

O excesso de glutamato na SNpc pode prolongar a abertura dos receptores
neuronais de NMDA, resultando em entrada excessiva de Ca?*, levando ao dano
neuronal (HOEKSTRA et al.,, 2015). Esse fendmeno de excitotoxicidade tem sido
implicado na DP e nos modelos animais da DP (VERNON et al., 2005; MEREDITH
et al., 2009; VILLALBA et al, 2015), bem como em outras doengas
neurodegenerativas (HYND et al., 2004; CASSANO et al., 2012).

1.3.6 Apoptose na DP

A apoptose tem sido vista como um mecanismo importante de morte celular
associado a neurodegeneracao na DP (BATTISTI et al., 2008; CALOPA et al., 2010).
A apoptose € uma cascata classica que leva a morte celular caracterizada pelo
aumento do potencial da membrana mitocondrial, levando a liberagdo do citocromo
c, resultando na ativacdo das caspases 9 e 3. Essa cascata facilita as alteracdes
morfologicas que definem a apoptose, como encolhimento celular, fragmentacdo da
membrana nuclear e condensacdo da cromatina (LEV et al., 2003; CAUDLE;
ZHANG, 2009). Foram descobertos mais de 14 tipos de caspases no tecido nervoso
de mamiferos, elas podem agir como iniciadoras, executoras de apoptose ou como
mediadores inflamatorios, dependendo do tipo de caspase (WALDMEIER; TATTON,
2004).

As proteinas intracelulares que regulam diretamente o processo de ativacéo
das caspases constituem a familia BCL-2 (linfoma de células B 2, do inglés “B-cell
lymphoma 2”). Os membros dessa familia podem ser divididos em moléculas pro-
apoptoticas (BAX, BAK, BCL-xs, BAD, BID, BIK, HRK, BIM e BOK) e antiapoptoticas
(BCL-2, BCL-xL, BCL-w, BFL-1, BRSAG-1, MCL-1, A1, E1B19K, LMW5-HL e EBV
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BHRF1). O equilibro entre as diferentes proteinas, refletindo a formacdo de
homodimeros e heterodimeros (neutralizacdo), define a via de atuacdo sobre o
mecanismo de morte celular programada (CZABOTAR et al., 2014).

Na apoptose, existem duas vias que relacionam a contribuicdo mitocondrial
com a morte celular. A primeira via envolve a permeabilizagdo da membrana externa
mitocondrial (MOMP) e consequente liberacdo do citocromo c; isso ocorre quando
sao ativadas as proteinas pro-apoptoéticas da familia BCL-2 (Bax e/ou Bak) (GREEN,
2005; CZABOTAR et al., 2014). A segunda via de morte celular é iniciada por
condicbes que levam a permeabilidade mitocondrial transicional (MPT), definido
como um aumento ndo especifico da permeabilidade da membrana mitocondrial
interna (HALESTRAP et al., 2002), levando ao inchaco e ruptura da membrana
externa (GREEN, 2005; CZABOTAR et al., 2014).

Todos esses mecanismos contribuem para o desenvolvimento da doenca,
participando na progressiva degeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos da via
nigroestriatal, causando uma intensa reducdo dos niveis de DA no estriado, bem

como em outros nucleos da base (LEV et al., 2003).

1.4 Fisiopatologia da DP

A neuropatologia da DP caracteriza-se pela perda progressiva de neurbnios
dopaminérgicos da SNpc, evidenciada macroscopicamente pela despigmentacédo da
porcdo ventrolateral desta estrutura, em associacdo com a acumulagdo de
agregados da proteina a-sinucleina na forma de corpos de Lewy (MARCON et al.,
2019; ANGELOPOULOU et al., 2020). Além do comprometimento de neurbénios da
SNpc, outras populacdes de neurdnios sao afetadas: o locus coeruleus, os ndcleos
da rafe, o nucleo basal de Meynert, o ndcleo motor dorsal do vago, o hipotalamo, o
bulbo olfatorio, o cortex cerebral, assim como o sistema nervoso autbnomo (SNA) e
o sistema entérico (BRAAK et al., 2003; ROSSO et al., 2008; OBESO et al., 2014;
KALIA; KALIA, 2015; DEL TREDICI; BRAAK, 2016; ANGELOPOULOU et al., 2020;
SIMON et al., 2020).

A degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos na SNpc, resulta na deplecao
de DA no estriado, produzindo alteragbes na atividade dos nudcleos da base
(GARCIA-MUNOZ et al., 2010; ROMMELFANGER; WICHMANN, 2010; GALVAN et

al., 2015). Os nucleos da base consistem num conjunto de nudcleos subcorticais
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interconectados, incluindo o estriado (caudado e putamen), os segmentos externo e
interno do globo palido (GPe e GPi, respectivamente), o NST e a SN (pars compacta
— SNpc, e pars reticulada — SNpr). Essas estruturas fazem parte de circuitos
paralelos anatomicamente e funcionalmente maiores, que também incluem &reas do
coértex cerebral e do talamo (ROMMELFANGER; WICHMANN, 2010; GALVAN et al.,
2015; VILLALBA et al.,, 2015). Embora historicamente considerado como
componentes principais do sistema motor, os nucleos da base recebem projecdes
de diferentes areas funcionais do cortex cerebral, contribuindo para as funcdes
motoras e ndo motoras (VILLALBA et al., 2015). Dependendo da funcdo da area
cortical de origem, os circuitos ganglio-talamo-cortex sdo designados como motores,
associativos/cognitivos e limbicos (MIDDLETON; STRICK, 2000; KREITZER;
MALENKA, 2008; LANCIEGO et al., 2012).

O circuito motor se origina nas areas motoras do cortex frontal e envolve
partes motoras do estriado, GPe, NST, GPi, SNpr e tdlamo, retornando ao cértex
frontal. Os circuitos associativo e limbico se originam do cértex pré-frontal (CPF)
associativo e limbico, e envolvem areas relacionadas nos ndcleos da base e talamo,
separadas daquelas ocupadas pelo circuito motor. O circuito motor esta envolvido no
controle do movimento, o circuito associativo no controle das fungdes executivas,
enquanto o circuito limbico esta envolvido no controle das emocdes e da motivacao
(ROMMELFANGER; WICHMANN, 2010).

O controle motor mediado pelos nucleos da base ocorre por meio de duas
vias: a direta e a indireta onde, a primeira esta envolvida na iniciagdo e manutencéo
dos movimentos e segunda na iniciacdo e/ou finalizagdo dos movimentos
(GRILLNER et al., 2005; ROMMELFANGER; WICHMANN, 2010). A via direta
apresenta os neuronios estriatais GABAérgicos contendo substancia P e encefalina
como co-transmissores e expressao de receptores dopaminérgicos tipo 1 (D1). A
ativacdo dos neurdnios estriatais pelo cortex causa inibicdo dos neurénios
GABAérgicos do GPi e SNpr, os quais sdo responsaveis pela eferéncia que se
projeta ao talamo. Logo, a ativacdo desta via inibitoria causa desinibicdo do talamo
gue entdo excita o coOrtex atraves de projecdes glutamatérgicas, facilitando a
movimentacdo (ALEXANDER; CRUTCHER, 1990; GALVAN; WICHMANN, 2008).

A via indireta, por sua vez, apresenta neurbnios estriatais GABAEérgicos
contendo encefalina/neurotensina como co-transmissores e expressa receptores

dopaminérgicos tipo 2 (D2). Ao serem ativados, 0s neurbnios estriatais causam
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inibicdo do GPe. Do GPe uma via GABAérgica se projeta para o0 NST exercendo
influéncia inibitéria, a acdo dos neurénios estriatais sobre o GPe entdo provoca uma
desinibicdo do NST que possui neurbnios glutamatérgicos estimuladores da
atividade inibitéria do GPi sobre o tadlamo, dificultando pois a estimulacéo cortical. As
vias sdo, portanto antagonicas e, se assim ndo fosse, seria impossivel a funcdo de
modulacdo. A via indireta, aparentemente, serve para aumentar o nivel de inibicédo
tbnica no talamo, sendo uma via mais lenta, que regula o grau de excitacéo cortical
e modula as acdes desinibitérias da via direta (ROMMELFANGER; WICHMANN,
2010).

Em condicdes normais, a DA formada nos neurdnios dopaminérgicos da
SNpc é liberada no CE através de seus terminais e € captada pelos receptores D1 e
D2 dos neurbnios espinhosos médios. Dessa forma, a DA liberada no CE tende a
aumentar a atividade da via direta e reduzir a da via indireta, reduzindo o efluxo de
sinais inibitérios do GPi ao talamo, aumentando a excitabilidade do talamo e dos
neurbnios motores superiores, Figura 2 (KRAVITZ et al., 2010).

Na DP, com a perda de neurbnios dopaminérgicos na SNpc e a consequente
diminuicdo de DA no estriado, faz os neurbnios dopaminérgicos estriatais,
GABAérgicos e inibitérios, reduzir a atividade da via direta e aumentar a da via
indireta, aumentando o efluxo de sinais inibitérios do GPi ao talamo, e desta forma,
diminuindo a excitabilidade do talamo e dos neurbnios motores superiores
(ROMMELFANGER; WICHMANN, 2010). Essas alteracbes funcionais estéo
relacionadas com as dificuldades de iniciagdo e controle dos movimentos voluntarios
encontrados na DP (KRAVITZ et al., 2010).

A a-sinucleina é essencial para a liberacdo de DA dos neurdnios pre-
sinapticos (DEHAY; FERNAGUT, 2016). Ela é importante no processo de formacao
de vesiculas singpticas, facilitando a interacdo entre os endossomos primarios e a
fosfolipase D2. Mutagbes da a-sinucleina prejudicam a formacdo das vesiculas
sinapticas disponiveis para o estoque de DA, levando ao seu acumulo no citosol
(LOTHARIUS; BRUNDIN, 2002). O metabolismo da DA vai produzir EROs, e causar
disfuncdo mitocondrial e disfuncdo na atividade do complexo | (LEE et al., 2003;
JANA et al., 2011), levando o neurbénio dopaminérgico a degeneracdo (XU; PU,
2016).
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Figura 2 - Desenho esquematico representativo da organizacdo funcional dos

nucleos da base no cérebro normal e na DP.
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Legenda- SNpc: Substancia Negra (pars compacta); SNpr: Substancia Negra (pars
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Subtalamico, D1 e D2: Receptores dopaminérgicos. Linha cheia: fungdo normal, Linha

interrompida: funcéo diminuida. Adaptado de Alexander e Crutcher (1990).

1.5 Manifestacdes clinicas da DP: sintomas motores e ndo motores

Os quatro sinais cardinais da DP incluem o tremor distal em repouso,
bradicinesia, rigidez, e alteracGes posturais e da marcha, resultantes da perda
progressiva de neurénios dopaminérgicos na SNpc (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003;
RODRIGUEZ-OROZ et al., 2009; POEWE et al., 2017).

O tremor em repouso é o sintoma inicial em cerca de 70% a 90% dos
pacientes. Geralmente comeca de maneira leve e intermitente, a uma frequiéncia de
4 a 6 Hz em repouso (DEMAAGD; PHILIP, 2015). No inicio é um tremor unilateral,
gue progride para o comprometimento bilateral ao longo do desenvolvimento da
doenca (GARCIA RUIZ et al., 2011; XIA; MAO, 2012). Descrito como de repouso
gue aumenta durante a marcha e em situacdes de tensdo emocional. Desaparece
guando o membro em movimento, mas ressurge quando os membros mantém uma
postura (LEES et al., 2009; DEMAAGD; PHILIP, 2015).

Bradicinesia foi definida como uma reducdo na velocidade, marcha e
amplitude de uma acgéo repetitiva envolvendo movimentos voluntarios (GRABLI et
al., 2012). A bradicinesia é a caracteristica clinica mais comum observada em
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pacientes com DP e é considerada um critério-chave para o diagndstico. A macha
torna-se lenta, com passos mais curtos e uma tendéncia a arrastar os pés; a
oscilacdo dos bragcos diminui e acaba por desaparecer (XIA; MAO, 2012;
DEMAAGD; PHILIP, 2015). A bradicinesia da m&o dominante acarreta uma escrita
com letra pequena e lenta (micrografia) (REICHMANN, 2010; DEMAAGD; PHILIP,
2015).

A rigidez caracteriza-se por uma resisténcia aumentada ao movimento
passivo por toda a amplitude de movimento, € global e plastica, caracterizada pela
contracdo prolongada dos mdusculos envolvidos por algum tempo (PAULSON;
STERN, 2004; DEMAAGD; PHILIP, 2015). A resisténcia a movimentacdo do
membro afetado pode ser continua ou intermitente, sendo esta caracterizada por
movimentos fragmentados, fendmeno conhecido como “roda denteada” (GARCIA
RUIZ et al.,, 2011; DEMAAGD; PHILIP, 2015). Outra caracteristica da hipertonia
plastica é o acometimento preferencial da musculatura flexora, determinando
alteracOes tipicas da postura, com flexdo anterior do tronco e semiflexdo dos
membros (PAULSON; STERN, 2004). A rigidez da DP pode afetar outras partes do
corpo além dos membros, como a face, que pode exibir uma expressao “mascarada”
(hipomimia ) (REICHMANN, 2010; XIA; MAO, 2012).

AlteragOes posturais e da marcha: A instabilidade postural geralmente
ocorre mais tarde nos pacientes parkinsonianos, é decorrente da perda de reflexos
de readaptacdo postural. A cabeca inclina-se, o corpo dobra-se para frente, as
costas entram em cifose, os bracos sdo mantidos a frente do corpo e cotovelos,
quadris e joelhos fletidos (PAULSON; STERN, 2004). A instabilidade postural pode
ser seriamente incapacitante devido a sua associacdo com a perda de equilibrio e o
risco de quedas (DOHERTY et al.,, 2011; DEMAAGD; PHILIP, 2015). A macha é
marcada por festinacdo, aceleracao involuntéria, tentando mover os pés para frente
para ficar sob o centro de gravidade do corpo flexionado, evitando assim a queda
(PAULSON; STERN, 2004).

Embora a DP seja definida e caracterizada como uma doenc¢a do movimento,
cada vez mais se reconhece a importancia dos sintomas ndo motores na DP, como
as alteracdes cognitivas, psiquiatricas e autonémicas, que tém grande impacto na
qualidade de vida dos pacientes (MARTINEZ-MARTIN et al., 2011; KADASTIK-
EERME et al., 2016; TAYLOR et al., 2016; BUTALA et al., 2019).
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O comprometimento cognitivo estd associado a progressdo da DP
(AARSLAND et al., 2010), e é responsavel por afetar a qualidade de vida e a
independéncia de pacientes parkinsonianos (SCHRAG et al., 2017), maximizando o
risco para o desenvolvimento de deméncia (WILLIAMS-GRAY et al.,, 2009). As
alteragOes cognitivas em fases iniciais da DP, quando presentes, geralmente séo
discretas e sem déficits significativos sobre o desempenho cognitivo (PAULSON;
STERN, 2004). Mas, déficits em uma variedade de dominios cognitivos, tais como a
funcdo executiva, habilidades visuoespaciais, linguagem e memoria tém sido
observados em pacientes com DP sem deméncia (GUO et al., 2019). A funcéo
executiva, que inclui a capacidade para planejar, organizar, iniciar e regular um
comportamento para solucdo de um problema complexo, e se baseia em circuitos
frontoestriatais incluindo as regides pré-frontais como o CPF dorsolateral e suas
conexfes com o0s ganglios da base (DIAMOND, 2013), € um dos dominios mais
comumente afetados (MUSLIMOVIC et al., 2005). A funcdo da linguagem é
relativamente poupada; no entanto, pode ocorrer decréscimo do conteudo de
informacéo da fala espontanea, prejuizo na compreensao de frases complexas e na
fluéncia verbal (GALHARDO et al., 2009).

O disturbio de memodria esta entre as alteracbes cognitivas mais frequentes
observadas na DP, caracterizado pela dificuldade em recordar informagdes verbais
recentemente aprendidas, devido a déficit na codificacdo de novas informacgdes ou a
uma dificuldade na capacidade de utilizar eficientemente a codificacdo semantica
devido a problemas no processamento da informacdo. Outro aspecto também
prejudicado nesta funcdo € o comprometimento da memodria para conteudo nao-
verbal, que costuma ser maior do que para o conteudo verbal (GALHARDO et al.,
20009).

As habilidades visuoespaciais sdo complexas e exigem a integracdo das
fungdes corticais dos lobos occipitais, parietais e frontais, assim como a participagéo
de estrutura subcorticais (ROCHA, 2004). O reconhecimento visual encontra-se
preservado nos pacientes com DP, e estes ndo costumam apresentar déficits de
reconhecimento como agnosias, prosopagnosia ou agnosias do ambiente. No
entanto, estdo comprometidas as respostas que exigem habilidade visual
discriminatoria, como a orientacdo linear, desenhos complexos, percepgdo de
posicao espacial, percepcdo de constancia de formas e tamanhos e relacionamento
espacial (GALHARDO et al., 2009).
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O quadro demencial na DP instala-se em fases mais avancadas na evolucao
da doenca e tem como principais caracteristicas a lentificacdo do processo cognitivo
(bradifrenia), a apatia, o0 comprometimento da memoria e das fungcbes executivas
frontais (BARBOSA, 2006). A prevaléncia de deméncia na DP corresponde a 25% a
30% dos pacientes parkinsonianos, e aumenta drasticamente com a idade avancada
(DAVIS; RACETTE, 2016). Foi relatado pelo Sydney Multicenter Study, que 83% dos
pacientes com diagnostico de DP a pelo menos 20 anos, desenvolveram deméncia
(HELY et al., 2008).

A depressdo € o0 transtorno neuropsiquiatrico mais comum na DP
(GAENSLEN et al., 2011). As taxas variam muito entre os estudos, variando entre
30% a 40% nos casos de DP (AARSLAND et al., 2011; CHEN; MARSH, 2013). A
depressao na DP ocorre principalmente pela quantidade insuficiente de DA na via
nigroestriatal, porém acredita-se que outras vias também estejam envolvidas -
noradrenérgica, serotoninérgica e gabaérgica (BALLANGER et al., 2012). Os
sintomas depressivos sdo observados em todos os estagios da doenca, e podem
preceder o surgimento de sintomas motores em até 2 ou 3 anos (MIYASAKI et at.,
2006). A melancolia é a caracteristica principal da depressdo na DP, mas também
pode ser relatado a anedonia, que é a perda de interesse por atividades diarias,
objetos ou familiares (LEMKE, 2008; RIZVI et al., 2016).

Quanto as disfunces autonémicas, acredita-se que o envolvimento do SNA
na DP possa decorrer da propria doenca, do tratamento farmacolégico ou de uma
combinacdo destes fatores. Acredita-se, também, que a atividade do SNA é
comprometida com o envelhecimento. Entretanto, os fatores encontrados na DP e as
alteracbes do SNA néo estdo suficientemente esclarecidos, assim como nao existe
unanimidade quanto a exata correlacdo entre os disturbios autonémicos, a duracao,
a gravidade e a terapéutica utilizada no tratamento da DP (NICARETTA et al., 2011).
As disfuncdes autonbmicas incluem a desregulagdo das glandulas sudoriparas,
temperatura corporal, sistemas cardiovascular, gastrointestinal e geniturinario
(GONZALEZ-FERNANDEZ et al., 2010; NICARETTA et al.,, 2011; KAUFMANN;
GOLDSTEIN, 2013; PALMA; KAUFMANN, 2014; ZHANG et al., 2016c), relevantes
para a presenca dos corpos de Lewy nos ganglios colinérgicos simpaticos ou
parassimpaticos e no ganglio do nervo adrenérgico simpatico (TRUONG et al.,
2008).
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A prevaléncia dos disturbios autonébmicos na DP varia de 14 a 80% em
diferentes estudos. Esta desproporcdo se deve aos diferentes critérios diagndsticos
utilizados (GOMEZ et al., 2011; NICARETTA et al., 2011; YEO et al., 2012). Estudo
australiano, o Sydney Multicenter Study, acompanhou 136 pacientes durante 20
anos, foram encontrados: incontinéncia urinaria em 71%, hipotensdo postural
sintomatica em 48%, disfagia em 48%, constipacdo intestinal em 40% e
incontinéncia fecal em 17% (HELY et al., 2008). Apesar da alta prevaléncia, estas,
ainda nao sédo adequadamente diagnosticadas.

A perda olfatoria na DP néo esta associada a altera¢gdes na mucosa nasal ou
no tamanho do bulbo olfatério (HUMMEL et al., 2010; PASCHEN et al., 2015). De
acordo com estudos post-mortem em pacientes com DP, os corpos de Lewy estdo
presentes no bulbo olfatério, no nicleo olfatério anterior, no cértex entorrinal e no
cortex piriforme (SILVEIRA-MORIYAMA et al, 2009; SAITO et al., 2016;
GEORGIOPOULOS et al, 2019). Aproximadamente 90% dos pacientes
parkinsonianos apresentam hiposmia em diferentes graus (PONSEN et al., 2004),
gue ocorre nos estagios iniciais da DP, frequentemente antecedendo o
aparecimento dos sintomas motores (TOLOSA; POEWE, 2009; GEORGIOPOULOS
et al., 2019), e é independente da medicagéo e da idade de inicio (TISSINGH et al.,
2001). Zhang e colaboradores (2016¢c) mostraram um declinio significativo do olfato
em pacientes com DP, devido ao envolvimento precoce de regides cerebrais
relacionadas ao olfato com o acumulo de agregados de a-sinucleina, de acordo com
0 estadiamento de Braak para a DP (BRAAK et al., 2003; DEL TREDICI; BRAAK,
2016).

1.6 Terapia farmacologica da DP

Os objetivos da terapia na DP devem ser centrados no paciente, a fim de
maximizar a qualidade de vida e minimizar as incapacidades. O tratamento deve ser
iniciado quando os sintomas motores ou ndo motores comecarem a causar
incapacidade fisica ou social e prejudicar a qualidade de vida (HECHTNER et al.,
2014). Até o momento, ndo existe cura para a DP. As terapias atualmente
disponiveis ndo conseguem impedir a progressao do processo neurodegenerativo.
No entanto, as opc¢des farmacoterapéuticas para pacientes parkinsonianos

aumentaram consideravelmente nos ultimos 30 anos, assim como 0 entendimento
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da patogénese da DP. Até a década de 1960, o tratamento medicamentoso foi
limitado a anticolinérgicos (biperideno, metixeno e triexifenidil), que apresentam
baixa eficacia e uma alta incidéncia de efeitos colaterais gastrointestinais e
neuropsiquiatricos (KATZENSCHLAGER et al., 2003). A introducéo da Levodopa (L-
DOPA), uma amina precursora da DA, absorvida no intestino delgado e transportada
pela corrente sanguinea até o cérebro onde penetra e € convertida em DA pela acéo
da enzima DOPA-descarboxilase; revolucionou o tratamento, reduzindo
significativamente os escores de incapacidade e a mortalidade, levando a um
aumento na qualidade de vida dos pacientes parkinsonianos (FERRAZ, 2004).

Além da L-DOPA, outros medicamentos (Quadro 1) s&o utilizados no
tratamento da DP: anticolinérgicos, liberadores de DA, precursor dopaminérgico,
inibidores periféricos da DOPA-descarboxilase, agonistas dopaminérgicos, inibidores
das enzimas degradadoras de DA, principalmente da monoamina oxidase B (MAO-
B), e da catecol-O-metiltransferase (COMT) (ANDRADE et al., 2006; FOX et al.,
2011).

Apesar do surgimento de novos farmacos dopaminérgicos para a DP, a L-
DOPA permanece como tratamento padrdo ouro (MURATA, 2009), mesmo apés 60
anos da sua introducdo no mercado e incansaveis pesquisas no desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas. Todavia, mesmo com a eficacia demonstrada pelo
tratamento com a L-DOPA, a sua associacdo com a origem de efeitos adversos que
incluem flutuacdes motoras, nauseas, vomito, alucinagdes visuais, sonoléncia e
complicagBes neuropsiquiatricas, pode ser causa na redugdo da prescricdo desta
medicacdo (BASTIDE et al., 2015; HAYES et al., 2019).

Tendo-se em vista as opcdes terapéuticas limitadas para o tratamento da DP,
drogas neuroprotetoras estdo atualmente sendo estudadas, com a finalidade de
tornar mais lenta a neurodegeneracdo dopaminérgica na doenca. Assim, varias
drogas que tém como alvos o estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial e
inflamacdo séo candidatas primordiais como neuroprotetoras. Muitas destas drogas
ja estdo sendo submetidas a ensaios clinicos (SEIDL; POTASHKIN, 2011; LOTIA;
JANKOVIC, 2016; LIMA et al., 2017).
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Quadro 1 - Classificacdo, mecanismo de acdo e efeitos adversos dos principais

farmacos utilizados no tratamento da DP. Adaptado de Rinaldi (2011).

Classificacao dos
Farmacos

Mecanismo de Acéo

Efeitos Adversos

Anticolinérgicos
(Triexifenidil, Biperideno)

Inibem a agdo da acetilcolina
(ACh)

Confuséo, alucinacdes

Liberadores de DA Antagonistas de receptores | Disfungéo cognitiva,
(Amantadina) excitatérios alucinacoes
Precursor dopaminérgico | Sofre acdo da DOPA-
(L-DOPA) descarboxilase, dando | ., -
. R Nausea, vomito,
+ origem a DA. . o
alucinacoes visuais,

Inibidores periféricos da
DOPA-descarboxilase
(carbidopa, benzerasida)

Impedem o metabolismo da
L-DOPA antes de atingir o
SNC

sonoléncia, discinesia

Agonistas
dopaminérgicos
(bromocriptina, pergolida,
pramipexol)

N&o necessitam de
transformacéo enzimatica
para serem ativos. Agem

diretamente sobre 0s
receptores  dopaminérgicos
D1, D2 e D3 na SNpc

Nausea, hipotensao,
alucinacoes, dores de
cabeca, problemas no
sono, fibrose pulmonar

Inibidores da enzima
monoamina oxidase B
(MAO-B)

(selegilina, rasagilina)

Agem no SNC impedindo a
remocdo da DA  apos
utilizada pelo receptor

Perda de peso, vomito,
problemas no equilibrio,
hipotensao

Inibidores da enzima
catecol-O-mtiltransferase
(COMT)

(entacapone, tolcapone)

Agem tanto no SNC quanto
fora dele, junto com a MAO-
B. Esta enzima também inibe
a transformacéo da L-dopa
em 3-Ometildopa, substancia
sem efeito terapéutico

Diarréia, discinesia,
toxicidade no figado

Dessa forma, o (-)-linalol, um monoterpeno encontrado em diversas espécies

de plantas da flora brasileira, apresenta-se como uma alternativa terapéutica de

individuos acometidos pela DP, devido suas acfes anti-inflamatéria e antioxidante,
ja comprovadas (PEANA et al, 2002; CELIK; OZKAYA, 2002; SABOGAL-

GUAQUETA et al., 2016).
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1.7 Modelo animal de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) na DP

A DP é uma doenca exclusiva da espécie humana, ndo se manifestando
espontaneamente em animais (GERLACH; RIEDERER, 1996). Para se estudar
novos tratamentos para a DP é necessario utilizar modelos animais que mimetizem
alguns aspectos da doenca. Um dos modelos mais utilizados em pesquisas
envolvendo a DP é o modelo da neurotoxina 6-OHDA (UNGERSTEDT, 1968;
UNGERSTEDT; ARBUTHNOTT, 1970; SCHNEIDER et al., 1984; PRZEDBORSKI et
al., 1995; DEUMENS et al., 2002; AGUIAR et al., 2006; XIMENES et al., 2015; LIMA
et al., 2017).

O primeiro modelo que utilizou a neurotoxicidade da 6-OHDA foi desenvolvido
em 1968 por Ungerstedt que consistiu na injecéo bilateralmente da neurotoxina na
SNpc de ratos, obtendo-se um modelo animal de acinesia com uma taxa de
mortalidade muito elevada (UNGERSTEDT, 1968). Mais tarde a 6-OHDA foi injetada
unilateralmente e tornou-se uma das neurotoxinas mais amplamente utilizadas para
modelagem experimental de DP, tanto in vitro como também in vivo (UNGERSTEDT,
1968; SCHWARTING; HUSTON, 1996; XIMENES et al., 2015; LIMA et al., 2017;
GHAHARI et al., 2020). Na administracdo unilateral o hemisfério contralateral serve
como controle (UNGERSTEDT, 1968; SCHWARTING; HUSTON, 1996).

A 6-OHDA néo atravessa a barreira hematoencefalica, sendo necessaria a
administracdo diretamente na SNpc, feixe medial do prosencéfalo ou CE, por meio
de cirurgia estereotédxica (BLANDINI et al., 2008). A 6-OHDA apresenta similaridade
estrutural com as catecolaminas e tem alta afinidade pelo DAT na fenda sinaptica,
gue é usada para gerar lesdes nos neurdnios dopaminérgicos nigroestriatais em
ratos (UNGERSTEDT, 1968). A administracdo intraestriatal de 6-OHDA induz
neurotoxicidade nos terminais dopaminérgicos 24 h apés a injecao, seguido de uma
perda de neurbnios dopaminérgicos localizados na SNpc no hemisfério ipsilateral
(KIRIK et al., 1998).

Apoés a entrada na célula, a 6-OHDA é convertida em 6-OHDA-quinona em
uma reacdo que produz H202 e EROs, como radical OH", e inibicdo do complexo |
mitocondrial - Figura 3 (MILLER et al., 2009). A 6-OHDA também pode induzir a
ativacdo microglial (McGEER; McGEER, 2008; MILLER et al., 2009; SANCHEZ-
GUAJARDO et al., 2010). A amplitude da lesdo é dose-dependente de 6-OHDA

injetada e do local de injecéo. Diferentes modelos utilizando 6-OHDA em roedores
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tém sido desenvolvidos a fim de se obter um grau de varidncia na
neurodegeneracdo (BOVE; PERIER, 2012).

Devido a lesdo ocasionada pela 6-OHDA, os animais apresentam
comportamento motor assimétrico, quando recebem agonistas do receptor da DA,
como a apomorfina, demonstrando rotagbes contralaterais (UNGERSTEDT,;
ARBUTHNOTT, 1970; DUNNETT; LELOS, 2010). As vantagens deste modelo sdo o
dano as células dopaminérgicas nigroestriatais, principalmente por estresse
oxidativo e a disfungcédo mitocondrial, semelhante ao que ocorre no paciente com DP.
Como desvantagens, o uso da 6-OHDA n&o leva a formacédo dos corpos de Lewy,
presentes na fisiopatologia da DP (BLESA; PRZEDBORSKI, 2014; FUNCHAL; DANI,
2014).

Figura 3 - Mecanismos de neurotoxicidade induzida por 6-OHDA.

nucleus

proteins
ET=IEE=

\. mitochondria
ROS, H,0,, O,

complex |
MAO-A
quinones
autoxidation

6- OHDA

Legenda- EROs: espécies reativas do oxigénio; DAT: transportador de dopamina; NAT:

transportador de noradrenalina (NA). Fonte: Adaptado de Simola et al. (2007).

Este modelo tem sido amplamente utilizado nas ultimas décadas para
investigacdo de novos produtos com potencial terapéutico possivel de interromper
ou retardar a morte neuronal dopaminérgica, entre eles os produtos naturais, com
acao antioxidante e anti-inflamatoria (KHAN et al., 2010; LIMA et al., 2017).
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1.8 Plantas medicinais

Desde a antiguidade, as plantas sao utilizadas pelo homem como fontes
terapéuticas. Isso acontece em consequéncia ao facil acesso, baixo custo e
principalmente, pelo empirismo (SIXTEL; PECINALLI, 2005). A medicina tradicional
vem utilizando muitas espécies de plantas para aliviar sintomas e para o tratamento
de vérias doencas tanto agudas quanto cronicas.

Estima-se que existam aproximadamente 200.000 espécies de plantas no
mundo, das quais cerca de 20.000 espécies sdo utilizadas na medicina tradicional,
entretanto, a maioria delas néo foi avaliada quimicamente ou farmacologicamente
(SARTORATTO et al.,, 2004). O Brasil € conhecido mundialmente por apresentar
uma flora bastante diversificada e pouco explorada pela sociedade cientifica.

As plantas medicinais representam uma excelente fonte para estudos
farmacoldgicos, atraindo, constantemente, a atencdo de pesquisadores, por serem
produtoras de muitas substancias biologicamente ativas (BAKKALI et al., 2008;
KHAN et al., 2010; GUZMAN-GUTIERREZ et al., 2015; JAVED et al., 2016; DOS
SANTOS et al., 2018).

Oleos essenciais s&@0 substancias naturais provenientes de plantas,
constituidos principalmente por moléculas chamadas terpenos, que podem ser
classificados como hidrocarbonetos. Os monoterpenos (Cio0) S&@o constituintes
béasicos volateis de Gleos essenciais aromaticos e pertencem a um grupo diverso de
compostos quimicos, de modo a constituir 90% dos Oleos essenciais (QUINTANS-
JUNIOR et al., 2013), com enorme variedade de estruturas e com implicacbes em
diversas atividades bioldgicas, tais como: bradicardia (ANJOS et al., 2013), atividade
antimicrobiana (SARRAZIN et al., 2016), acédo sedativa (De ALMEIDA et al., 2009;
LINCK et al., 2009), anticonvulsivante (ELISABETSKY; SILVA BRUM, 2003;
QUINTANS-JUNIOR et al., 2008), analgésica (LI et al., 2016), ansiolitica (SOUTO-
MAIOR et al.,, 2011; ZHANG et al., 2016b), vasorrelaxante (PINTO et al., 2009;
PEIXOTO-NEVES et al., 2010), atividade antinociceptiva (MELO et al., 2010;
QUINTANS-JUNIOR et al., 2013), antidepressiva (GUZMAN-GUTIERREZ et al.,
2012; 2015), anti-inflamatéria (HUO et al., 2013; PARK et al., 2016) e antioxidante
(LIU et al., 2012; PARK et al., 2016).
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1.9 O (-)-linalol

O (-)-linalol € componente de varios 0leos essenciais, encontrado em diversas
espécies de plantas da flora brasileira, principalmente das regides Norte e Nordeste,
como o pau-rosa (Aniba rosaeodora), a tangerina (Citrus reticulata), a bergamota
(Citrus bergamia), o jasmim (Jasminum auriculatum) e da lavanda francesa
(Lavandula dentata), além do manjericdo (Ocimum gratissimum) e do coentro
(Coriandrum sativum), estes Ultimos tdo presentes na culinaria brasileira
(ELISABETSKY et al., 1995; 1999; PEANA et al., 2003; ROSA et al., 2003; BATISTA
et al., 2008; LINCK et al., 2009; 2010).

O (-)-linalol (3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol), € um composto monoterpénico
alcodlico terciario de cadeia aberta, de formula molecular C10H180, peso molecular
de 154,25 g/mol e densidade relativa de 0,87 g/cm?a 25 °C. Apresenta-se na forma
liguida com ponto de ebulicdo entre 194-197 °C (graus Celsius) e solubilidade em
agua moderada (SIGMA-ALDRICH, 2018). Possui um &tomo de carbono
assimétrico, o que possibilita a existéncia dos enantidmeros (+)-linalol e (-)-linalol
(Figura 4), que apresentam odores distintos, assim como diferentes propriedades
guimicas e efeitos bioldgicos (ROSA et al., 2003).

Figura 4 - Estruturas quimicas do (-)-Linalol e (+)-Linalol, respectivamente.

HO, CHs H:C OH

HsC

Fonte: Adaptado de Usta et al. (2009).

Estudos experimentais relataram que o (-)-linalol apresenta uma variedade de
efeitos farmacoldgicos, incluindo efeitos anticonvulsivantes, antidepressivos,

ansioliticos, antinociceptivos, anti-inflamatorios e antioxidantes (SILVA BRUM et al.,
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2001a,b; PEANA et al., 2002; ELISABETSKY; SILVA BRUM, 2003; PEANA et al.,
2004a,b; PEANA et al., 2006a,b; BRADLEY et al., 2007; SHAW et al., 2007;
BATISTA et al., 2008; GUZMAN-GUTIERREZ et al., 2012; 2015; DOS SANTOS et
al., 2018).

1.9.1 Acdao farmacologica do (-)-linalol

Estudos realizados para avaliar a atividade biolégica do (-)-linalol
demonstraram um potencial anti-inflamatorio no modelo de edema da pata induzido
pela injecdo de carragenina em ratos. A administracao sistémica de (-)-linalol (25, 50
e 75 mg/kg) produziu um efeito tardio e mais prolongado, enquanto a forma
racémica (12,5, 25, 50 e 75 mg/kg) reduziu significativamente o edema da pata
somente 1 h ap6s a administragdo de carragenina, sugerindo um potencial anti-
inflamatério da substancia (PEANA et al., 2002).

Estudo pré-clinico realizado pelos mesmos autores, mostrou que o (-)-linalol
reduziu a hiperalgesia térmica provocada por carragenina, glutamato e PGE2, bem
como edema da pata induzido por carragenina e nocicep¢ao induzida por formalina,
sugerindo uma importante agdo anti-inflamatéria dessa substancia (PEANA et al.,
2004b). Além disso, o (-)-linalool mostrou atividade antinociceptiva na dor visceral
induzida por acido acético em camundongos, efeito que envolve a ativacdo da
neurotransmissao opioidérgica e colinérgica (PEANA et al., 2003). Mais
recentemente, foi sugerido que os efeitos antinociceptivos do (-)-linalol podem estar
relacionados a inibicdo da sintese de NO e aos mecanismos operados pelos
receptores da adenosina Al e A2A (PEANA et al., 2006a,b).

A administracdo do (-)-linalol, tanto por via periférica quanto central, produziu
efeito antinociceptivo em camundongos. Tais dados sugerem a atuagao do (-)-linalol
no sistema glutamatérgico, mostrando o seu envolvimento nos receptores
glutamatérgicos AMPA, NMDA e kainato (BATISTA et al., 2008). Peana e
colaboradores (2004a), sugerem que os efeitos antinociceptivos desse monoterpeno
também podem estar relacionados a atividade sobre a neurotransmisséo
glutamatérgica, visto que o antagonismo a receptores NMDA é capaz de provocar
analgesia supraespinal mediada pela estimulacédo de receptores opidides centrais e
de receptores dopaminérgicos D1/D2 (PEANA et al., 2004b).
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O (-)-linalol também é citado com propriedade anticonvulsivante (SILVA
BRUM et al., 200la,b; ELISABETSKY; SILVA BRUM, 2003). A atividade
anticonvulsivante do (-)-linalol foi observada em convulsdes induzidas por
pentilenotetrazol (PTZ) em camundongos e posteriormente confirmada em varios
outros modelos in vivo e in vitro. O mecanismo de acado do (-)-linalol € multifatorial,
modulando varios elementos relevantes da transmissédo glutamatérgica, incluindo
receptores antagonistas do glutamato e NMDA, bem como comprometimento da
liberacao de glutamato estimulado por potassio (K*) (ELISABETSKY; SILVA BRUM,
2003).

Silva Brum e colaboradores (2001a,b) demonstraram em experimentos in vitro
gue uma diminuicdo na transmissao excitatéria glutamatérgica (através da inibicédo
da liberacao de glutamato e/ou bloqueio de receptores glutamatérgicos NMDA) esta
envolvida na atividade anticonvulsivante do (-)-linalol.

Shaw e colaboradores (2007) investigaram os efeitos do (-)-linalol inalado na
ansiedade em ratos. Demonstraram que a inalacdo de 6leo de lavanda composto
por 25% de (-)-linalol e 46% de acetato de linalil induziu efeitos ansioliticos (campo
aberto) ap6s 30 min de inalacdo. Efeitos semelhantes (plus maze) foram observados
com a inalagéo de lavanda contendo 38,47% de (-)-linalol e 43,98% de acetato de
linalil em gerbil apds 1 ou 14 dias de inalacdo (BRADLEY et al., 2007).

Outros estudos apontam atividade antidepressiva do (-)-linalol (GUZMAN-
GUTIERREZ et al., 2012; 2015; DOS SANTOS et al., 2018). Estudo Brasileiro
avaliou a acado de trés 6leos essenciais de plantas da Amazonia e do (-)-linalol (30
mg/kg) no comportamento tipo-depressivo em ratos, no teste de Nado Forcado. Os
dados mostram uma diminuicdo significativa do tempo de imobilidade sobre o grupo
controle, confirmando a atividade antidepressiva dos 0Oleos avaliados (dose mais
alta) e do (-)-linalol. Dos Santos et al. (2018), destacam que o (-)-linalol é o principal
componente dos trés 6leos essenciais, estando na mesma propor¢cdo em cada um
deles e apresentando resultados semelhantes, dessa forma, € o responsavel pelo
efeito antidepressivo.

Por fim, Celik e Ozkaya (2002), mostraram propriedades antioxidantes do (-)-
linalol no cérebro de cobaias apdés a administracdo de H202. Mehri e colaboradores
(2015), demonstraram a atividade antioxidante do (-)-linalol contra a neurotoxicidade
induzida pela acrilamida, um potente neurotéxico, através da analise do estresse

oxidativo (medicdes de GSH e peroxidacéo lipidica), no tecido cerebral de ratos.
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Portanto, todas as evidéncias supracitadas sao importantes indicios de que o

(-)-linalol pode ser estudado quanto ao seu papel neuroprotetor na DP.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito neuroprotetor do (-)-linalol, em um modelo experimental de

DP induzido pela neurotoxina 6-OHDA em ratos.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito neuroprotetor do (-)-linalol, sobre a lesdo estriatal unilateral
induzida pela 6-OHDA em ratos, nos seguintes parametros:

e Extensao da lesao estriatal unilateral induzida pela 6-OHDA, através do Teste
Rotacional Induzido pela Apomorfina,

e Alteracbes motoras, na memoria, no comportamento tipo-depressivo e na
perda olfatoria, através dos testes do Campo Aberto, Labirinto em Y, Tarefa de
Reconhecimento de Objetos (TRO), Nado Forcado e Discriminacdo Olfatéria,
respectivamente;

e Alteracbes no sistema dopaminérgico envolvido no  processo
neurodegenerativo, através da determinacdo das concentragfes de DA e de seus
metabolitos (DOPAC e HVA), e das concentracfes de aminoacidos, no CE lesionado
e nao-lesionado;

e Degeneragdo de neurbnios dopaminérgicos, atraves de testes
imunohistoquimicos para Tirosina Hidroxilase (TH) e Transportador de Dopamina
(DAT), no CE lesionado e nao-lesionado;

e Potencial antioxidante, através da determinacdo do indice de peroxidagao
lipidica (MDA), producéo de nitrito e glutationa redutase (GSH), no Cértex Pré-frontal
(CPF), Hipocampo (HC) e Corpo Estriado (CE);

¢ Resposta anti-inflamatoria, através da determinacdo da expressédo de COX-2

e TNF-a, no CE lesionado.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos (Rattus novergicus) da linhagem Wistar, com
peso corporal variando entre 250-280 gramas no inicio dos experimentos,
provenientes do Biotério Central do Campus do Pici, da Universidade Federal do
Ceard (UFC), e transferidos para o biotério do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia, Faculdade de Medicina, UFC. Os animais foram alojados em caixas
de polipropileno de dimensdes (40 cm de comprimento x 32 cm de largura x 17 cm
altura), forradas com maravalha, contendo, no maximo, 4 animais por caixa. O
ambiente foi mantido a temperatura controlada de 22 + 2 °C, em um ciclo
claro/escuro de 12 h, com luzes acesas as 6:30 h.

Os animais receberam racdo padrdo e agua ad libitum durante todo o
experimento. Os experimentos foram conduzidos entre 9:00 e 15:00 h, numa sala
com temperatura e iluminacgdo controladas.

Os animais foram mantidos e manipulados de acordo com as normas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), sempre
buscando reduzir o numero de animais utilizados, bem como, eventuais
desconfortos causados aos mesmos durante os experimentos. O presente estudo foi
aprovado para execugdo segundo o parecer emitido pelo Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da UFC, sob o numero de registro 64/2015 (Anexo ).

3.2 Drogas e reagentes utilizadas na pesquisa

Foram utilizadas as seguintes drogas e reagentes:

6-Hidroxidopamina (6-OHDA), Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, E.U.A.),
dissolvida em acido ascorbico 0,2%. A 6-OHDA foi administrada por via
intraestriatal, na dose de 12 ug/2 pyL por animal, como previamente descrito por
Machado-Filho e colaboradores (2014).

Acido ascérbico, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, E.U.A.), utilizado como
agente antioxidante na solu¢ao de 6-OHDA, dissolvido em solucéo salina 0,9%.

(-)-Linalol, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, E.U.A.), foi emulsionado em

Tween® 80 1%, dissolvido em solucéo salina 0,9%.
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Apomorfina, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, E.U.A.), dissolvida em
solucdo salina 0,9%. Administrada por via intraperitoneal (i.p.) na dose de 1 mg/kg
(UNGERSTEDT; ARBUTHNOTT, 1970).

Tween® 80 1%, R&D Systems® (Minnesota, E.U.A.), utilizado como solvente
para o (-)-linalol, dissolvido em solucéo salina 0,9% (veiculo).

Solucao de cloreto de sodio 0,9%, solucao salina.

Cloridrato de Cetamina 10%, Agener Unido® (Séao Paulo, Brasil), utilizado
como anestésico, associado ao Cloridrato de Xilazina. Administrado por via i.p. na
dose de 100 mg/kg, por animal.

Cloridrato de Xilazina 2%, Agener Unidao® (S&o Paulo, Brasil), utilizado como
anestésico, associado ao Cloridrato de Cetamina. Administrado por via i.p. na dose
de 10 mg/kg, por animal.

Anticorpos para ensaios imunohistoquimicos foram originarios de Santa Cruz
Biotechnology® (Dallas, Texas, E.U.A), Merck-Millipore® (Darmstadt, Alemanha) ou
Abcam Plc® (Cambridge, Reino Unido). Os demais reagentes utilizados foram de

grau analitico.

3.3 Procedimento anestésico para realizagcdo da cirurgia estereotaxica

Os animais submetidos a cirurgia estereotaxica foram inicialmente pesados, e
depois anestesiados com uma solucdo combinada de Cloridato de Cetamina (100
mg/kg) e Cloridato de Xilazina (10 mg/kg), administrada por via i.p. O nivel desejado
da anestesia cirargica foi determinado pela auséncia de reflexos de retirada ao

estimulo doloroso provocado pelo “pinch” da cauda, e de endireitamento do corpo.

3.4 Cirurgia estereotaxica para inducdo de hemiparkinsonismo experimental
(UNGERSTEDT, 1968)

O procedimento de lesdo unilateral do corpo estriado direito (CED) foi
realizado através de cirurgia estereotaxica, utilizando um aparelho estereotaxico
(Stoelting®, E.U.A.) com uma seringa Hamilton® acoplada, para administracao da 6-
OHDA diretamente no CED (Figura 5). Esse modelo de hemiparkinsonismo

experimental com 6-OHDA foi proposto por Ungerstedt (1968).
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Apoés sedacgédo, os animais foram submetidos a tricotomia da regido superior
da cabeca, e fixados ao aparelho estereotaxico através das barras intra-auriculares
e dentes incisivos superiores. Alcool iodado topico 1% foi utilizado para assepsia
local, seguindo com a administragéo de 0,2 mL de lidocaina 2% com vasoconstrictor,
abaixo da derme que recobre o cranio dos ratos.

Com auxilio de um bisturi, foi realizada uma incisdo na linha mediana de
aproximadamente 1 cm de comprimento na pele que recobre o cranio dos animais
para exposicdo das suturas ésseas. O bregma e o lambda foram localizados e
posicionados no aparelho estereotaxico de forma que ficassem no mesmo plano

horizontal, garantindo a localizag&o correta do CED.

Figura 5 - Aparelho estereotéaxico.

Fonte: Arquivo pessoal.

A partir do bregma, duas coordenadas de acesso ao CED foram marcadas de
acordo com o atlas de coordenadas estereotaxicas de Paxinos e Watson (2005),
Quadro 2. Utilizando uma broca odontolégica (Dremel®), foram feitas duas
perfuracdes no cranio, permitindo entrada da seringa Hamilton® de 5 yL diretamente
no CED. Os animais receberam duas microinjecées de 6-OHDA (mantida refrigerada
durante a cirurgia) dissolvida em solucéo salina 0,9% com 0,2% de acido ascorbico
na concentracdo de 6 ug/puL em cada sitio do CED, perfazendo um total de 12 pg/2
ML (MACHADO-FILHO et al., 2014). A injecao foi realizada a um fluxo aproximado
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de 1 puL/min e a agulha foi deixada no local cerca de 5 min para assegurar a difusao
da 6-OHDA no tecido cerebral, antes de ser lentamente retirada (THIELE et al.,
2012).

Apébs o término da cirurgia, a incisao foi suturada com fio cirargico de nailon
3.0 e desinfectada com alcool iodado 1%. Em seguida, os animais foram colocados
em caixas limpas e mantidos aquecidos para manutencao da temperatura corpérea,

sendo observados até retornarem da anestesia.

Quadro 2 - Sitios das lesdes unilaterais no CED com a 6-OHDA.

Coordenadas estriatais 12 22 Ponto de referéncia
Anteroposterior (AP) +0,5 -0,9 Bregma
Mediolateral (ML) -2,5 -3,7 Bregma
Superoinferior (Sl) +5,5 +6,5 Dura-mater

Fonte: PAXINOS; WATSON, 2005.

Os animais do grupo falso-operado (FO) foram submetidos aos mesmos
procedimentos cirdrgicos, no entanto, ndo receberam a neurotoxina 6-OHDA, sendo
somente introduzida a agulha nas mesmas coordenadas estereotaxicas (Quadro 2),
seguido de infusdo de 1 pL de solugéo salina 0,9% com 0,2% de acido ascorbico em
cada sitio do CED.

3.5 Protocolo de tratamento experimental com (-)-linalol

Os animais foram aleatoriamente divididos em 5 grupos com 8 ratos cada. Os
animais submetidos a lesao nigroestriatal com 6-OHDA foram tratados com (-)-linalol
nas doses 25, 50 e 100 mg/kg/dia, v.o., por 17 dias. O grupo controle com lesao
nigroestriatal e o grupo FO (sem les&o nigroestriatal) foram tratados com veiculo, 1
mL/kg/dia, v.o., por 17 dias (Quadro 3).

O tratamento iniciou-se 24 h ap6s o procedimento cirdrgico, continuando por
17 dias. Decorridos 15 (quinze) dias ap0s a cirurgia, 1 h apos a administracéo do (-)-
linalol ou veiculo, os animais foram submetidos aos testes comportamentais, e a
eutanasia ocorreu no 20° ou 21° (vigésimo ou vigésimo primeiro) dia.

As doses de (-)-linalol utilizadas neste trabalho foram determinadas a partir de
pesquisa na literatura (BATISTA et al., 2010; COELHO et al., 2011; 2013; MEHRI et
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al., 2015), e de teste piloto realizado no Laboratério de Neuropsicofarmacologia da
UFC.

Quadro 3 - Protocolo de tratamento experimental com (-)-linalol.

Grupos Tratamento

Veiculo - Tween 80 + Solucdo salina 0,9%, v.o.,
1 - Falso-operado _
durante 17 dias

2 - Controle 6-OHDA, sem | Veiculo - Tween 80 + Solucédo salina 0,9%, v.o., 17
tratamento (-)-linalol dias

3 - 6-OHDA + (-)-linalol 25 | (-)-linalol na dose 25 mg/kg/dia + Veiculo, v.o., 17 dias
mg/kg/dia
4 - 6-OHDA + (-)-linalol 50 | (-)-linalol na dose 50 mg/kg/dia + Veiculo, v.o., 17 dias
mg/kg/dia
5 - 6-OHDA + (-)-linalol|(-)-linalol na dose 100 mg/kg/dia + Veiculo, v.o., 17
100 mg/kg/dia dias

*Veiculo= Tween 80 + Solucao salina 0,9%

3.6 Testes Comportamentais

No 16° dia ap6s a cirurgia, todos os animais foram submetidos a testes
comportamentais, com o0 objetivo de avaliar o grau de lesdo dos neurdnios
dopaminérgicos (Teste de Comportamento Rotacional Induzido por Apomorfina),
atividade locomotora e exploratéria vertical e horizontal (Teste do Campo Aberto),
assimetria dos membros anteriores (Teste do Cilindro), memoria operacional (Teste
do Labirinto em Y), meméria de curta e longa duracao (Tarefa de Reconhecimento
de Objetos - TRO), comportamento tipo-depressivo (Teste do Nado Forgado) e
funcdo olfatéria (Teste de Discriminac¢do Olfatoria). Dois protocolos experimentais
distintos foram utilizados na realizacdo dos Testes de Memodria de Curta e Longa
Duracao. Isso, porque o animal que realiza o Teste de Memoria de Curta Duragéo,
guarda pistas espaciais e tende a apresentar preferéncia pelos objetos ainda néo
utilizados num segundo momento, impedindo-o de realizar o Teste de Longa
Duracdo. Os demais testes comportamentais foram realizados pelos animais de

ambos os protocolos, conforme descrito nas Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1 - Protocolo Experimental | mostrando a sequéncia cronoldgica dos testes

comportamentais realizados.

Dias Procedimentos Grupos
o 6-OHDA, e 6-OHDA +
Cirurgia com 6-OHDA
1° LIN 25, 50 e 100 mg/kg
Cirurgia com salina FO

_ 6-OHDA + LIN 25, 50 e
Tratamento com (-)-linalol

20-18° 100 mg/kg
Tratamento com veiculo 6-OHDA e FO
16° Teste do Campo Aberto e Labirinto em Y | Todos
Teste de Memoria de Curta Duragéo e
17° . Todos
do Cilindro

Teste de Discriminacdo Olfatéria e do
18° . Todos
Nado Forcado (Treino)

Teste do Nado Forcado e Rotacional
190 . . Todos
Induzido por Apomorfina

As amostras  foram
destinadas aos testes
20° Eutanasia e dissecacao dos cérebros bioguimicos,

neuroquimicos e

imunohistoquimicos

Estes testes comportamentais foram escolhidos porque s&o de féacil
aplicabilidade, requerem pouco ou nenhum treinamento e séo de baixo custo. Os
animais foram submetidos a, no maximo, dois testes por dia, e o ultimo teste

realizado foi o Teste Rotacional Induzido por Apomorfina.
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Tabela 2 - Protocolo Experimental Il mostrando a sequéncia cronoldgica dos testes

comportamentais realizados.

Dias Procedimentos Grupos
o 6-OHDA, e 6-OHDA +
Cirurgia com 6-OHDA
1° LIN 25, 50 e 100 mg/kg
Cirurgia com salina FO

_ 6-OHDA + LIN 25, 50 e
Tratamento com (-)-linalol

20-18° 100 mg/kg

Tratamento com veiculo 6-OHDA e FO

16° Teste do Campo Aberto e Labirinto em Y | Todos
Teste de Memoria de Longa Duracao

17° . Todos
(Treino)
Teste de Memoria de Longa Duracéo e

18° N Todos
do Cilindro

Teste de Discriminagdo Olfatéria e do
190 . Todos
Nado Forcado (Treino)

Teste do Nado Forcado e Rotacional
200 . . Todos
Induzido por Apomorfina

As  amostras  foram
destinadas aos testes
21° Eutanasia e dissecacao dos cérebros bioguimicos,

neuroquimicos e

imunohistoquimicos

Todos os testes comportamentais aconteceram na fase clara do ciclo, entre
9:00 e 15:00 h, de modo a minimizar as influéncias de flutua¢des do ritmo circadiano
dos animais. Os ratos foram aclimatados a sala de experimentacdo 1 h antes do
inicio dos testes. A sala de experimentacdo foi mantida com iluminacdo e
temperatura controlada a 22 + 2 °C, no periodo de aclimatacdo e durante os testes,
de modo que os animais se adaptassem ao ambiente experimental.

Os testes comportamentais foram gravados com o uso de uma Webcam
(Logitech®, C270 Hd 720p), com excecdo do Teste Rotacional Induzido por

Apomorfina, colocada sobre o aparato experimental, ligada a um computador em
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uma sala adjacente a sala de testes, que registrou 0s parametros comportamentais
utilizando o programa Virtualdub®. Os videos produzidos foram armazenados para
analise posterior, através do software de analise comportamental Ethowatcher®,
Figura 6. Esse software foi desenvolvido no Laboratério de Neurofisiologia
Comparada (CRISPIM JUNIOR et al., 2012) e esté disponivel gratuitamente no site
www.ethowatcher.ufsc.br.

Os aparatos utilizados nos testes foram limpos com uma solucdo
hidroalcoodlica 10% e toalhas de papel para secar, cada vez que um animal foi
testado. A limpeza minimiza uma possivel interferéncia de substancias liberadas
pela urina ou fezes dos animais, cujo odor pode influenciar no comportamento do
animal (ABEL; BILITZKE, 1990).

Figura 6 - Imagem da tela de monitoramento do comportamento no Ethowatcher®.

B EthoWatcher: A TOOL FOR BEHAVIORAL AND VIDEO-TRACKING ANALYSIS IN LABORATORY ANIM...  — X

System Information

1E éLU sC
EthoWitcher ‘

Digital video-based ethography
Infarmation
Seconds: S50 300Fiames: 1672 of 9017

€5 Back
Video on Analysis Results and Catalog panet
P l Subject  Calegoy.  Begining: End:
: Suieito Cod_|Categoria [cod |
Rato 1 R Crossing [
Reating R

Source: C:Alsershextra\Deskiop\Riled avi

Controls Panel Frame navigation

FistFrams| > | 1| =0 (e

Ethography
Subject Category
[ [

Tutor
Step 04: 1. Advance the video fames cortinuously [with the =
""" ar "I keys in the Controls panel] of rame-by-fiame with Delete lastevert__ | Experiment
(with the “=>"" o <= keys in the Frame navigation panel], 2. At
the desired frame (eq.. at the beginning of a behavioral Experiment Panel:
categary]. insert the subject code and the behavioral category

. . Finish ‘

Fonte: Arquivo Pessoal.

3.6.1 Avaliacdo do Comportamento Rotacional Induzido por Apomorfina
(UNGERSTEDT; ARBUTHNOTT, 1970)

A apomorfina € um agonista direto dos receptores D2, sua administragdo em

animais com lesdo unilateral com 6-OHDA induz rotacbes contralaterais ao
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hemisfério lesionado (UNGERSTEDT; ARBUTHNOTT, 1970; KIRIK et al., 1998;
HENDERSON et al., 2003), Figura 7. O comportamento rotacional € um teste muito
utilizado para indicacdo do grau de lesdo dos neurénios dopaminérgicos no modelo
de parkinsonismo (KIRIK et al., 1998), uma vez, que este teste € sensivel para
lesbes estriatais com extensdes maiores que 80% (DEUMENS et al.,, 2002).
Também é utilizado para avaliagcdo de novos medicamentos para o tratamento da
DP (UNGERSTEDT, 1976).

Figura 7 - Desenho esquemético de rato com perda parcial de neurdnios

dopaminérgicos nigroestriatais apos leséo unilateral induzida por 6-OHDA.

Q Apomorfina

B Dopamina

(O Receptor de dopamina
=4 Neurdnio nigroestriatal
QO Neurénio estriatal

O animal gira para o lado que apresentar menor densidade de receptores dopaminérgicos
em neurbnios estriatais apds desafio com apomorfina, decorrente de uma up regulation dos
receptores dopaminérgicos no lado nédo-lesionado. Fonte: Adaptado de Da Cunha et al.
(2008).

A avaliacdo do comportamento rotacional dos animais por apomorfina foi
realizada no 19° e 20° (décimo nono e vigésimo) dia ap6s a lesdo unilateral no CED
com 6-OHDA. Os animais receberam uma injecéao i.p. de 1 mg/kg de apomorfina
(Sigma-Aldrich®, E.U.A.) dissolvida em solucdo salina 0,9% (UNGERSTEDT,;
ARBUTHNOTT, 1970). Imediatamente ap0s a inje¢do, os animais foram colocados

em um aparato circular de plastico medindo 25 cm de didmetro e 20 cm de altura
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para monitoramento do numero de rotagcdes completas em volta do proprio eixo
(Figura 8), tanto para o lado contralateral quanto para o lado ipsilateral ao CED
lesionado, durante 60 min (DA CUNHA et al., 2008). Os animais do grupo 6-OHDA
gue apresentaram um numero de rotacOes inferior a 150/h foram excluidos do

estudo.

Figura 8 - Animal no Teste Rotacional Induzido por Apomorfina.

Fonte: Arquivo Pessoal.

3.6.2 Teste do Campo Aberto (Open Field Test) (Adaptado de BROADHURST,
1960)

O teste do campo aberto ou “Open Field Test”, proposto por Hall em 1934,
permite a avaliacdo da atividade locomotora e exploratéria do animal (HALL, 1934).
Esse teste também permite avaliar a atividade estimulante ou depressora de
substancias sobre o sistema motor dos animais. Substancias estimulantes do SNC
tendem a aumentar os parametros comportamentais registrados no modelo,
enquanto substancias depressoras tendem a diminui-los. A tendéncia natural do
animal em um ambiente novo € de explora-lo, apesar do conflto com o medo
provocado pela novidade (ARCHER,1973).

O campo aberto utilizado consiste de uma arena quadrada confeccionada em
acrilico transparente, com 50 cm de didmetro e 50 cm de altura, com o fundo preto
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dividido em quatro quadrantes iguais por duas linhas brancas (Figura 9). O aparelho

foi construido a partir de uma adaptacdo do modelo sugerido por Broadhurst (1960).

Figura 9 - Arena do Teste do Campo Aberto dividido em quatro quadrantes iguais.

Fonte: Laboratério de Neurociéncia e Comportamento, UFC.

No teste, os animais foram colocados individualmente no centro da arena e
deixados para explora-la por 5 min (SNOWDON et al., 1964), para registro do
namero de cruzamentos “crossings” com as quatro patas de um quadrante para o
outro (movimentagcdo espontanea). Também foi avaliado o nUmero de levantamentos
do animal para explorar o ambiente, mantendo-se suspenso apenas pelas patas
traseiras e sem apoiar-se nas paredes do aparato, caracterizando o comportamento
exploratorio vertical “rearing”.

ApOs cada sesséo experimental, a arena foi limpa com solug&o hidroalcodlica
10% e toalhas de papel para secar, a fim de evitar interferéncias pelo cheiro de urina

e fezes do animal previamente testado, no resultado do animal subsequente.
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3.6.3 Teste do Cilindro (Limb-use Asymmetry Test) (Adaptado de SCHALLERT
et al., 2000)

O teste do cilindro ou “Limb-use Asymmetry Test”, desenvolvido por Schallert
e colaboradores (2000), € utilizado para avaliar a assimetria ho uso dos membros
anteriores na atividade exploratdria vertical - rearing. Mas também, pode ser
utilizado para avaliar perda de DA nigroestriatal (TILLERSON et al., 2001; 2002).

O aparato utilizado consiste de um cilindro transparente de 18 cm de diametro
e 40 cm de altura. Cada animal foi colocado individualmente no cilindro para explora-
lo durante 5 min. Foi registrado o numero de contatos do membro anterior ndo
comprometido (ipsilateral, direito), do membro anterior comprometido (contralateral,
esquerdo) e de ambos 0os membros simultaneamente na parede do cilindro durante
a elevacao e movimentos laterais (Figura 10). Animais com menos de 10 toques com
0s membros anteriores na parede do cilindro foram excluidos da analise (GULLEY,
2007). E, por limitagbes da filmagem, caso o avaliador ndo pudesse determinar se
um membro estava sendo utilizado ou ndo, contatos desse membro na parede do

cilindro ndo foram considerados.

Figura 10 - Animal durante o movimento de rearing no Teste do Cilindro.

- A e ]
L B

Fonte: Arquivo pessoal.
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Os resultados foram expressos em termos de percentagem do uso do
membro ipsilateral e contralateral, assim como o uso de ambos os membros
simultaneamente em relacdo ao numero total de movimentos dos membros
anteriores (ipsilateral+contralateral+ambos). Tal como demonstrado pelas equacdes:

 Percentual ipsilateral [(ipsilateral / Total) x 100].
* Percentual contralateral [(contralateral / Total) x 100].

* Percentual de ambas [(ambas / Total) x 100].

3.6.4 Testes de Avaliacdo da Memoria

Os testes de avaliacdo da memoria utilizados foram o Teste do Labirinto em Y
(Y-maze Test), para analise da memoria operacional, e a Tarefa de Reconhecimento
de Objetos (TRO) para o estudo da Meméria de Curta e Longa Duracao.

3.6.4.1 Teste do Labirinto em Y (Y-maze Test) (SARTER et al., 1988)

Proposto por Montgomery (1955), o teste do labirinto em forma de Y ou Y-
maze é utilizado na avaliagdo da memoria operacional (working memory) em
roedores (CHEN et al., 2010; OKOJIE; OYEKUNLE, 2013). O Y-maze utilizado neste
estudo consiste de uma caixa acrilica preta com 3 bracos iguais (35 cm de altura x
40 cm de comprimento x 12 cm de largura), com um angulo de 120° entre eles
(Figura 11). Antes do teste, os bracos foram numerados em 1, 2 e 3. O animal é
colocado individualmente no centro do labirinto para explora-lo por 8 min (SARTER
et al., 1988). Registrou-se 0 niumero e a sequéncia de todos os bracos visitados pelo
animal, a fim de determinar o numero de alternancias corretas. A entrada em um
braco do labirinto foi considerada quando o animal entrou neste braco com as 4
patas. Animais com menos de 10 entradas nos bragos foram excluidos da analise.

Uma alternacéo é considerada correta se o animal visita um novo braco e nao
retorna aos dois bracos anteriormente visitados, ou seja, alternancias do tipo 123,
132, 231, 213, 321 ou 312, ndo sendo considerada alternancia correta a triade 313,
por exemplo. A percentagem de alternancia para cada rato foi definida como: a
razdo entre o numero de alternancias corretas e o numero total de entradas nos
bracos menos dois, multiplicado por 100, tal como demonstrado pela equacao

abaixo (YAMADA et al., 1996). Entre cada sessao experimental, o labirinto foi limpo
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com solucéo hidroalcodlica 10% e toalhas de papel para secar, cada vez que um

animal foi testado.

. . Numero de alternancias corretas
Alternacdes espontaneas (%) = x 100

Numero total de entradas - 2

Figura 11 - Animal durante o Teste do Labirinto em Y.

Fonte: Arquivo pessoal.

3.6.4.2 Tarefa de Reconhecimento de Objetos - TRO (Adaptado de ENNACEUR,;
DELACOUR, 1988)

Na década de 1980, Ennaceur e Delacour propuseram uma TRO para o
estudo da memoria de curta e longa duragdo em ratos. Roedores possuem uma
preferéncia natural para explorar objetos novos mais do que objetos familiares
(ENNACEUR; DELACOUR, 1988). Nesse teste, foi utiizado uma arena quadrada
confeccionada em acrilico transparente, a mesma utilizada no teste do campo
aberto.

Os objetos utilizados eram fabricados em material biologicamente neutro
(plastico ou vidro), apresentavam textura, cor e tamanho semelhantes, mas

diferentes quanto a forma, e pesados o suficiente para que o animal né&o

conseguisse mové-los.
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No primeiro dia, antes de qualquer procedimento, o animal foi colocado no
campo aberto, e deixado por 5 min, sem nenhum objeto, para adaptacao ao aparato.
Apoés 24 h, o animal foi reexposto a arena com dois objetos idénticos (denominados
Al e A2) posicionados paralelamente, a 10 cm das paredes, para exploracdo por 5
min e, em seguida, devolvido a sua gaiola moradia. Para avaliagdo da memoria de
curta duracdo, 1,5 h apds o treinamento, o animal foi novamente apresentado ao
campo por 5 min na presenca de um objeto familiar (A3) na mesma localiza¢do e um
novo objeto substituindo o que foi retirado (B) (Figura 12). Para a realizag&o do teste
de memdéria de longa duracdo, foi selecionado um novo grupo de animais que
passou pelas mesmas condicdes de adaptacdo ao aparato, treinamento e teste
descritas anteriormente, porém com um intervalo de 24 h para a sessao de teste
(Figura 12).

Em ambas as tarefas, foi registrado o tempo de exploracédo de cada objeto na
sessdo de teste (novo e familiar), que foi utilizado para medir o indice de
discriminacdo entre os objetos. Na TRO, esta variavel foi estabelecida pela equacéo
matematica: razao do tempo de exploracédo do objeto novo pela soma do tempo de
exploracéo do objeto novo e familiar (B / B + A3) (ENNACEUR et al., 1997).

O indice de discriminacdo foi avaliado, porque ele indica relacdo entre o
tempo de exploragéo dos objetos. Este indice pode variar entre -1 a +1, indicando se
a exploracdo aconteceu ao acaso (quando a relacdo esta proxima de zero), se o
animal discriminou entre o objeto novo e o objeto familiar (quando o valor da relagéo
se aproxima de +1), ou ainda, quando o animal ndo consegue discriminar os objetos,
explorando mais o objeto familiar (quando o valor da relacdo se aproxima de -1).

Foi definido como atividade exploratoria quando o focinho do animal tocou ou
esteve a menos de 1 cm do objeto. Acbes como subir no objeto ou a permanéncia
do focinho do animal préoximo ao objeto sem atividade exploratéria, ndo foram
contabilizadas. Entre cada sessdo experimental, o0 campo aberto e 0os objetos foram

limpos com solucéo hidroalcodlica 10% e toalhas de papel para secar.
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Figura 12 - Esquema da TRO para Memoéria de Curta e Longa Duracgao.

Memoéria de Curta Duracao

A1 A2 A3 B
24 h 1,5h

= =

Habituacao Treino Teste

Memoéria de Longa Duracéo

A1 A2 A3 B
24 h 24 h

— —

Habituagao Treino Teste

Fonte: Adaptado de Ennaceur et al. (2005).

3.6.5 Teste do Nado Forcado (Forced Swim Test)

O modelo proposto por Porsolt et al. (1978) é amplamente utilizado para
avaliacao do efeito antidepressivo de drogas em modelos animais. Neste modelo, o
animal é exposto a uma situacdo onde ndo ha possibilidade de escape, em um
tanque cilindrico com uma quantidade de agua que impede o apoio das patas e da
cauda no fundo do cilindro e a fuga pela borda superior, que apés um periodo de
agitacao inicial, eles adotam uma postura de imobilidade.

O teste do nado forcado consistiu de duas sessfes de natacdo separadas por
um intervalo de 24 h. Na primeira sessao (treino), os animais foram colocados
individualmente em um cilindro circular acrilico de 60 cm de altura e 22 cm de
didametro, contendo agua a uma profundidade de 40 cm e temperatura ambiente, por
15 min. Na sessao de teste, os animais foram submetidos ao mesmo procedimento

por 5 min. Nesta sesséo foi avaliado o tempo de imobilidade do animal, ou seja, 0
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tempo que o animal permanece imével ou flutuando com movimentos minimos para
manter a cabeca acima do nivel da agua (Figura 13).

Ao término das sessdes, 0os animais foram retirados do cilindro, secos e
colocados em um ambiente aquecido por 10 min, antes de retornarem as suas
caixas moradia. A agua do cilindro foi trocada apés cada sessdo experimental e o

aparato limpo com solucéo hidroalcodlica 10%, cada vez que um animal foi testado.

Figura 13 - llustracdo do Teste do Nado Forcado.

=

40 cm >

Fonte: Adaptado de Cryan et al. (2002).

3.6.6 Teste de Discriminacédo Olfatoria (Adaptado de TILLERSON et al., 2006)

Proposto por Tillerson et al. (2006), o teste de discriminacdo olfatéria é
utilizado na avaliacdo de comprometimento da via olfatéria. O animal é colocado
individualmente no campo aberto com dois objetos idénticos, com 1 dos objetos
contendo cheiro de fémeas, para exploracéao por 2 min (TILLERSON et al., 2006).

Nesse teste, foi utilizado uma arena quadrada confeccionada em acrilico
transparente, a mesma utilizada no teste do campo aberto (Figura 14). Os objetos
consistiam em dois cilindros de vidro, com 3 cm de comprimento e 1 cm de diametro,
gue eram fixados ao fundo da arena com fita adesiva sem cheiro, a fim de evitar o

deslocamento pelos animais. Um dos cilindros foi colocado em gaiolas com fémeas
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pelas 12 h que antecediam o teste. Registrou-se o tempo que o animal explorou
cada um dos cilindros, durante um periodo de dois min. Foi definido como atividade
exploratéria quando o focinho do animal tocou ou esteve a menos de 1 cm do
cilindro.

Entre os testes, foram utilizados cilindros novos e o aparato experimental

limpo com solucéo hidroalcoodlica 10% e toalhas de papel para secar.

Figura 14 - Animal durante o Teste de Discriminagdo Olfatoria.

Fonte: Arquivo pessoal.

3.7 Dissecacdo das areas encefdlicas para testes neuroquimicos e

imunohistoquimicos

Apl6s 24 h da realizacdo dos testes comportamentais, os animais foram
divididos para o0s testes neuroquimicos e imunohistoquimicos. Para o0s
imunohistoquimicos, os animais foram eutanasiados por decapitacdo com uma
guilhotina (Harvard, E.U.A.) sem utilizacdo de anestésicos, pois a sua utilizacdo
pode interferir nos resultados da pesquisa, devido a sua acdo no SNC. Os encéfalos
foram removidos e acondicionados em formol tamponado 4% para fixacdo do
material e, apds 24 h, esta solugdo foi substituida por alcool 70% e, posteriormente,

foram incluidos em parafina para o preparo das laminas.
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Para os testes neuroquimicos, os animais foram eutanasiados como descrito
anteriormente, sendo os encéfalos retirados rapidamente e colocados sobre papel
aluminio em placa de Petri com gelo. Em seguida, as areas de interesse do estudo,
0 cortex pré-frontal (CPF), hipocampo (HC), corpo estriado direito (CED) e corpo
estriado esquerdo (CEE), foram isoladas bilateralmente das estruturas
circunjacentes por divulsionamento, com ajuda de uma pin¢ca de microdissecacao.
Terminada a dissecacdo, as areas foram acondicionadas em tubos de
microcentrifuga devidamente identificados, pesadas e armazenadas a -70 °C até o
dia da analise. O lado contralateral a les&o foi utilizado como controle.

3.8 Determinacdo da concentracdo de dopamina (DA) e seus metabdlitos
(DOPAC e HVA) por HPLC (LNF / UFC)

As concentragbes de monoaminas foram determinadas pela técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid
Cromatography), com deteccdo e quantificacdo eletroquimica. Utilizou-se um
equipamento de HPLC da Shimadzu®, modelo C-R6A, Japéao.

O CE foi utilizado para preparar homogenatos a 10%. Os tecidos cerebrais
foram sonicados em &cido perclérico (HCLO4) & 1% por aproximadamente 30
segundos, a seguir, 0 homogenato foi centrifugado a uma forca centrifuga relativa
(RCF, do inglés Relative Centrifugal Force) ou forca G (x g) de 1764, por 15 min a 4
°C. O sobrenadante foi separado e filtrado através de uma membrana (Merck-
Millipore® 0,2 um), e uma aliquota de 20 pL foi retirada e injetada no equipamento
de HPLC para analise eletroquimica.

Para a analise de DA e seus metabolitos acido 3,4-diidroxifenilacético
(DOPAC) e acido homovanilico (HVA), foi utilizada uma coluna CLC-ODS (M) com
comprimento de 25 cm, calibre 4,6 mm e didmetro da particula de 5 um, Shimadzu®,
Japdo. A fase modvel utilizada foi composta por acido citrico 0,163 M (Grupo
Quimica®, Rio de Janeiro, Brasil), pH 3,0, contendo acido octanosulfénico sodico
0,69 M (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, E.U.A.), como reagente formador do par
ibnico, acetonitrila 4% v/v (Carlo Erba Reagents®, MI, Italia) e tetrahidrofurano 1,7%
v/v (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, E.U.A.). A solucao utilizada foi preparada

pesando-se 17,75 g de acido citrico, o qual foi dissolvido em agua milli-Q para um
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volume de 400 mL e o pH ajustado para um valor igual a 3,0 com hidréxido de sodio
12,5 M (Reagen®, Rio de Janeiro, Brasil).

A esta solucdo foi adicionado 75 mg de acido octanosulfénico sodico e o
volume acrescido para 471,5 mL com agua milli-Q. A fase movel foi entéo filtrada em
um sistema a vacuo e deaerada por aproximadamente 3 min por um degaseificador
a hélio, e acrescidos 20 mL de acetonitrila e 10 mL de tetrahidrofurano, completando
um volume final de 500 mL. A seguir, foi colocada no HPLC para circular no sistema
por 12 h (overnight) para equilibrio da coluna, que operou num fluxo de 1 mL/min.

A DA e os seus metabolitos DOPAC e HVA, foram eletroquimicamente
detectados usando um detector eletroquimico (Modelo L-ECD-6A, Shimadzu®,
Japdao) pela oxidacdo em um eletrodo de carbono vitreo fixado em 0,85 V relativo a
um eletrodo de referéncia de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl). Para definicdo das
concentracbes de DA, DOPAC e HVA nas amostras, foram preparados padrdes
numa concentracdo final de 4 ng (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, E.U.A.). A
partir da area sob a curva dos padrdes, as concentracdes de DA e seus metabdlitos
foram calculadas com ajuda do programa Microsoft Office Excel® 2016 e os
resultados expressos em nanograma por grama de tecido (ng/g de tecido).

3.9 Determinacgéo da concentragdo de aminoacidos por HPLC (LNF / UFC)

Para determinacdo das concentracbes dos aminoacidos glutamato, acido
gama-aminobutirico (GABA), taurina, glicina e tirosina, por questdes técnicas,
utilizou-se um segundo equipamento de HPLC, Waters® Alliance e2695 Separations
Module, E.U.A. Apés preparacdo do homogenato, como descrito anteriormente, e
posteriormente associado a uma solucao de derivatiza¢éo pré-coluna, para obtencao
de fluorescéncia, em uma propor¢cdo de 1:1. Um minuto depois do inicio dessa
associacdo uma aliquota de 20 pL foi retirada e injetada no equipamento de HPLC
para andlise eletroquimica.

A andlise dos aminoécidos foi realizada utilizando uma coluna Luna®, modelo
C18(2) 100 A, com comprimento de 25 cm, calibre 4,6 mm e diametro da particula
de 5 ym. A fase movel composta de duas fases: A (pH 6,95) - acetato de sodio (0,1
M), metanol (6% v/v) e tetrahidrofurano (1,5%); B - Metanol puro (100%), correu em
um fluxo de 1 mL/min em um gradiente de 30 min de duracdo. Os aminoacidos

foram detectados usando um detector de fluorescéncia (Modelo FLR-2475 da



73

Waters® Alliance, E.U.A.) com comprimento de ondas excitacdo e emissdo de 370 e
450 nm, respectivamente. Os cromatogramas foram registrados e quantificados por
um computador usando um software da Waters® Alliance. Os niveis de aminoacidos
foram determinados por comparagdo com os padrdes injetados no HPLC no dia do
experimento e foram expressos em umol/g de tecido.

3.10 Avaliacéo do Estresse Oxidativo

3.10.1 Determinacdo da peroxidacdo lipidica pela mensuracdo de
Malondialdeido - MDA (DRAPER; HADELY,1990)

A peroxidacdo lipidica é avaliada pela mensuracdo de malondialdeido (MDA)
em amostras biologicas, baseado na sua reagdo com &cido tiobarbitdrico (ATB).
Nesta reagdo, duas moléculas de substancias reativas ao acido tiobarbitirico
(TBARS, do inglés Thiobarbituric Acid Reactive Substances) reagem com uma
molécula de MDA para formar um cromoéforo roseo, que tem absorbancia maxima
em solucéo 4cida em 532 a 535 nm.

Para analisar o efeito do tratamento com (-)-linalol sobre a determinacdo da
peroxidacao lipidica em modelo de 6-OHDA em ratos, foi avaliado as concentracdes
de MDA nos homogenatos do CE, CPF e HC dos animais. As amostras foram
homogeneizadas a 10% em tampéao fosfato de sddio 50 mM (pH 7,4) gelado, e
colocadas para centrifugar a 1764 x g por 30 min a 4 °C. Apoés a centrifugacéo, 63
ML do sobrenadante foram colocados num tubo de microcentrifuga com 100 pL de
HCLO4 35%, para interromper a peroxidagéo, e centrifugados a 784 x g por 10 min a
4 °C. Em seguida, 150 yL do sobrenadante foram retirados, e adicionados a 50 uL
de ATB 1,2% aquecido. A mistura foi levada ao banho de agua, por 30 min, a uma
temperatura variavel de 95 a 100 °C. A solucéo foi entdo retirada e colocada para
esfriar a temperatura ambiente. Apos isso, as amostras foram transferidas para uma
placa de 96 pocos, e determinada a quantidade de absorbancia das mesmas com
espectrofotometro com leitor de microplacas de Elisa, em 535 nm. A curva-padrao foi
obtida mediante a leitura das concentragdes de MDA - padrao.

A partir da absorbéancia das amostras, as concentracbes de MDA foram

calculadas com ajuda do programa Microsoft Office Excel® 2016 e os resultados
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expressos em pg de MDA por grama de tecido (ug/g de tecido) (OHKAWA et al.,
1979).

3.10.2 Dosagem de Nitrito/Nitrato (GREEN et al., 1982)

A molécula de NO é extremamente toxica e danifica proteinas, lipideos de
membrana e acido desoxirribonucleico (DNA). A partir da dosagem de nitrito e nitrato
(NO2/NO3) de forma indireta € possivel quantificar a producéo de NO, haja vista que
sdo seus metabdlitos. Para verificar o efeito do tratamento com (-)-linalol na
producdo de NO em modelo de 6-OHDA em ratos, foi determinado os niveis de
nitrito (NO2) nas amostras de CE, CPF e HC de todos os grupos.

Para realizacdo do ensaio, homogenato das éareas cerebrais a 10% em
tampao fosfato de sédio 50 mM (pH 7,4) foi preparado, e colocado para centrifugar a
1764 x g, por 30 min a 4 °C. ApOs a centrifugagdo, uma aliquota de 50 uL do
sobrenadante foi transferida para uma placa de 96 pocos, e incubada com 50 uL do
reagente de Griess [sulfanilamida 1% (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, E.U.A.)
em &cido fosforico (HsPO4) 5%, dicloridrato de N-(1-naftil)-etilenodiamina (NEED)
0,1% (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, E.U.A.) em agua destilada, HzPO4 5% e
agua destilada (1:1:1:1)] a temperatura ambiente por 10 min, para determinacdo da
producdo de NO2. Apos o intervalo para a reagdo da amostra com o reagente de
Griess, a absorbéancia € medida em espectrofotdbmetro com leitor de ELISA a 540nm.

A concentracdo de NO:2 foi determinada a partir de uma curva-padrao de
Nitrito de Sodio (NaNO2) (GREEN et al., 1982). Foram pesados 7 mg de NaNO: e
dissolvidos em 10 mL de agua destilada. Foram feitas as diluicbes em série (10 e
2X), com as seguintes concentracdes: 1 mmol, 100 pumol, 50 pmol, 25 pmol, 12,5
pmol, 6,25 pmol, 3,12 pmol e 1,56 pumol.

A partir da absorbancia das amostras, as concentracdes de NO: foram
calculadas com ajuda do programa Microsoft Office Excel® 2016 e os resultados

expressos em pmol de NO:2 por grama de tecido (umol/g de tecido).
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3.10.3 Determinacgédo da concentracdo de Glutationa Reduzida (GSH) (SEDLAK;
LINDSAY, 1968)

A glutationa, um tripeptideo (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina), existe no
organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), agindo direta ou
indiretamente em processos bioldgicos importantes, incluindo metabolismo e
protecdo celular. Alteracdes na concentracdo deste tripeptideo podem ser um
indicador util de desordens fisiologicas com alteracdo do estado antioxidante
(MEISTER; ANDERSON, 1983).

A dosagem da concentracdo de GSH foi realizada através da determinacéo
dos grupos sufidrilicos ndo protéicos (glutationa), de acordo com a metodologia
descrita por Sedlak e Lindsay (1968). Baseia-se na reacdo do reagente de Ellman, o
acido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) — DTNB, com o tiol livre gerando o acido 2-nitro-
5-tiobenzdico (TNB). Para analisar o efeito do tratamento com (-)-linalol sobre a
concentragédo de glutationa em modelo de 6-OHDA em ratos, foram avaliadas as
concentracdes de GSH nos homogenatos do CE, CPF e HC de todos os grupos.

As amostras foram homogeneizadas a 10% em tampéao fosfato de sédio 50
mM (pH 7,4) gelado, e colocadas para centrifugar a 1764 x g por 30 min a 4 °C.
Apos a centrifugacdo, uma aliquota de 65,57 yL do sobrenadante foi adicionada a
52,45 uL de agua destilada, e 13,11 pL de &cido tricloroacético (ATC) 50%, num
tubo de microcentrifuga. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 196 x g por
15 min a 4 °C. Depois de centrifugado, 65,57 ul do sobrenadante foi transferido para
uma placa de 96 pocgos, e adicionou-se 131,14 uL de tampéao Tris HCI 0,4 M [do
inglés Tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride], dissolvido em &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA, do inglés Ethylenediamine tetraacetic acid) 0,05
M + &gua destilada, pH 8,9. As amostras permaneceram resfriadas durante todo o
ensaio. Por fim, logo antes da leitura, foi adicionado 3,27 pL de DTNB 0,01 M
(dissolvido em metanol) e a absorbancia determinada a 412 nm, em
espectrofotdmetro.

A concentracdo de GSH foi determinada a partir de uma curva-padréo. Foram
pesados 5 mg de GSH e dissolvidos em 5 mL de agua destilada (1 mg/mL). Foram
feitas as diluicbes em série (10 e 2x), com as concentra¢gdes: 1 mg, 100 ug, 50 ug,
25 ug, 12,5 pg, 6,25 ug, 3,12 pg e 1,56 pg.
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A partir da absorbancia das amostras, as concentracdes de GSH foram
calculadas com ajuda do programa Microsoft Office Excel® 2016 e os resultados

expressos em g de GSH por grama de tecido (ug/g de tecido).

3.11 Anédlise Imunohistoquimica

3.11.1 Analise imunohistoquimica para Tirosina Hidroxilase - TH (LNF / UFC)

A Tirosina Hidroxilase (TH) é uma enzima limitante na sintese de DA que
catalisa a hidroxilacdo do aminoacido L-tirosina para L-Dopa, podendo ser utilizada
como um importante marcador molecular de neurdnios dopaminérgicos (BASTIDE et
al., 2015). Na DP h& uma deficiéncia de TH, assim como baixos niveis de DA. A
deteccdo imunohistoquimica foi realizada sobre cortes estriatais, o lado lesionado e
nao lesionado, para examinar a extensao da desnervacéo presente no CE.

Os cortes foram desparafinizados em xilol e reidratados em graduacdes
decrescentes de alcool até a agua destilada. Para a recuperagcao antigénica, foram
imersos em tampao citrato 0,1 M (pH 6,0), sob aquecimento a 90 °C em banho-
maria, por 15 min. Apos o resfriamento em temperatura ambiente, foram lavados 3
vezes com solucdo tampdo fosfato salina (PBS, do inglés Phosphate Buffered
Saline) - pH 7,4 por 5 min, intercalado com o bloqueio da peroxidase enddégena com
peréxido de hidrogénio 3% (H202) durante 10 min, e depois lavados mais 2 vezes
por 5 min em PBS. Foram incubados com o anticorpo primario (1:100, anti-TH;
anticorpo produzido em coelho, Merck-Millipore®, Alemanha) durante a noite a 4 °C.
No dia seguinte, as laminas foram lavadas 3 vezes em PBS por 5 min, e em seguida
os cortes foram incubados com o anticorpo secundario (1:100, anti-rabbit de cabra,
Santa Cruz®, E.U.A.), de acordo com as instrugdes do fabricante. A revelagao foi
feita com DAB (diaminobenzidine 0,05% em H202 0,03%) por 5-10 min. Em seguida,
os cortes foram desidratados em concentracfes crescentes de éalcool (50, 70 e
100%), diafanizados e montados em meio a base de xilol (Entellan®), e

posteriormente examinadas em microscopio otico.
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3.11.2 Analise imunohistoquimica para Transportador de Dopamina - DAT (LNF
[ UFC)

O transportador transmembrana de dopamina (DAT) esta localizado na
terminacdo nervosa pré-sinaptica, onde € responsavel pela recaptacdo de DA
encontrada no espaco extracelular para dentro do terminal nervoso (GULLEY;
ZAHNISER, 2003). Os receptores dopaminérgicos parecem apresentar alteracdes
na DP (BA; MARTIN, 2015). O procedimento seguiu 0 mesmo para TH, com o
anticorpo anti-DAT (produzido em cabra, Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri,
E.U.A)) diluido em 1:100.

3.11.3 Analise imunohistoquimica para TNF-a e COX-2 (LNF / UFC)

Pesquisas indicam que os niveis de TNF-a e COX-2 encontram-se
aumentados em cérebros de pacientes com DP, e isso pode ser reproduzido no
modelo animal com a 6-OHDA (OKUNO et al., 2005; KOPPULA et al.,, 2012;
FISCHER; MAIER, 2015). As técnicas de imunohistoquimica seguiram o mesmo
protocolo descrito anteriormente. Os anticorpos primarios anti-TNF-a (produzido em
coelho, Abcam®, Reino Unido) e anti-COX-2 (produzido em coelho, Santa Cruz
Biotechnology®, E.U.A.) foram usados na diluicdo 1:200, de acordo com as

instru¢des dos fabricantes.

Quadro 4 - Anticorpos primarios utilizados para imunohistoquimica.

Anticorpos o . i
o Diluicéo Fabricante Pais
primarios
Anti-TH 1:100 Merck-Millipore® Alemanha
Anti-DAT 1:100 Sigma-Aldrich® E.U.A.
Anti-TNF-a 1:200 Abcam® Reino Unido
_ Santa Cruz
Anti-COX-2 1:200 _ E.UA.
Biotechnology®
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Quadro 5 - Anticorpos secundarios utilizados para imunohistoquimica.

Anticorpos o . i
. Diluicao Fabricante Pais
secundarios
_ _ Santa Cruz
Anti-rabbit 1:100 _ E.U.A.
Biotechnology®
Anti-goat 1:100 Abcam® Reino Unido

3.12 Calculo da densidade otica

Os cortes foram visualizados no microscéopio Nikon® ECLIPSE Ni-U (Japao) e
as fotomicrografias das areas de interesse realizadas. Registros estes, utilizados
para observacdo da imunorreatividade a TH, DAT, TNF-a e COX-2, através da
analise semi-quantitativa da densidade oOtica utilizando o software ImageJ 1.45s®
(National Institutes of Health, E.U.A.). Foram feitas quatro imagens do CE lesionado
e quatro do seu contralateral, com objetiva de 20X; a seguir, foi calculada a
percentagem de densidade nas duas areas em cada animal. O valor final da
percentagem de densidade Otica de cada grupo advém de uma meédia das

densidades de todos os animais.

4 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas com o Software GraphPad Prism®
6.01 (GraphPad Software, Inc., San Diego, California, E.U.A.) e todos os dados
expressos como média * erro padrdo da média (EPM).

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a normalidade dos dados.
Foram realizados testes de Analise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo
teste post-hoc de Tukey para comparacdes multiplas. Em todas as andlises, foram
consideradas, estatisticamente significantes, valores de p<0,05. Estatistica descritiva

foi utilizada quando necessério.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito do (-)-linalol no Comportamento Rotacional Induzido por Apomorfina

em ratos com lesé&o estriatal unilateral por 6-OHDA

A severidade da lesdo dos neurdnios dopaminérgicos foi analisada através do
teste rotacional por apomorfina, que é considerado um teste padrédo para confirmar a
reprodutibilidade do modelo de hemiparkinsonismo experimental com 6-OHDA. Os
resultados mostraram que o grupo 6-OHDA ndao tratado apresentou um namero 570
vezes maior de rotacdes contralaterais em 1 h, quando comparado ao grupo FO (6-
OHDA: 316 £ 25,21; FO: 0,55 £ 0,55; p<0,0001). Nos grupos tratados com (-)-linalol,
houve reducédo estatisticamente significativa no nimero de rotacdes contralaterais
nas doses 25 mg/kg (187,2 + 10,65; p<0,0001), 50 mg/kg (184,1 + 12,47; p<0,0001)
e 100 mg/kg (195,9 + 13,63; p<0,0001), quando comparado ao grupo 6-OHDA nao
tratado [F(4,95)=58,81; p<0,0001]. Representando uma reducédo de cerca de 40%,
42% e 38%, respectivamente. Nao observando acdo dose-dependente.

Demonstrou-se, portanto, que o (-)-linalol preveniu a degeneracdo dos
neurbnios dopaminérgicos estriatais nos animais tratados, sugerindo um efeito

neuroprotetor, como mostra a Figura 15.
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Figura 15 - Efeito do (-)-linalol sobre o Comportamento Rotacional Induzido por

Apomorfina em ratos com leséo estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam o numero de rotacdes contralaterais induzidas por apomorfina (1

mg/kg, i.p.) determinadas em 1 h. Foram utilizados 20 animais por grupo. Os valores estéo

representados como media + EPM. As letras acima das barras indicam diferenca
significante: a vs. FO, p<0,0001; b vs. 6-OHDA, p<0,0001. ANOVA de uma via seguida do

teste post-hoc de Tukey.
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5.2 Efeito do (-)-linalol na atividade locomotora no Teste do Campo Aberto

5.2.1 Efeito do (-)-linalol na atividade locomotora espontanea no Teste do

Campo Aberto em ratos com leséo estriatal unilateral por 6-OHDA

Para avaliar a atividade locomotora horizontal, o nimero de cruzamentos
(crossings) no campo aberto foi analisado durante 5 min. O grupo 6-OHDA nao
tratado mostrou reducdo de 41,5% no numero de cruzamentos nos quadrantes,
guando comparado ao grupo FO (6-OHDA: 17,7 = 0,82; FO: 30,25 + 1,11;
p<0,0001). Este efeito foi estatisticamente revertido nos animais hemiparkinsonianos
tratados com (-)-linalol, nas doses 25 mg/kg (28,55 + 1,29; p<0,0001), 50 mg/kg
(28,15 + 1,27; p<0,0001) e 100 mg/kg (24,35 = 0,85; p<0,001) [F(4,95)=21,11;
p<0,0001], Figura 16. Representando um aumento no niumero de crossings de cerca
de 38%, 37% e 27%, respectivamente. Apesar dessas alteracbes na atividade
locomotora, ndo foi observado prejuizo motor nos animais que 0s tornassem inaptos

a realizar os demais testes comportamentais.
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Figura 16 - Efeito do (-)-linalol na atividade locomotora horizontal (crossing)
avaliado no Teste do Campo Aberto em ratos com leséo estriatal unilateral por
6-OHDA
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As barras representam o namero de cruzamentos nos quadrantes no campo aberto, em 5
min. Foram utilizados 20 animais por grupo. Os valores estdo representados como média +
EPM. As letras acima das barras indicam diferenca significante: a vs. FO, p<0,0001; b vs.
FO, p<0,01; ¢ vs. 6-OHDA, p<0,0001; d vs. 6-OHDA, p<0,001. ANOVA de uma via seguida
do teste post-hoc de Tukey.
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5.2.2 Efeito do (-)-linalol na atividade locomotora vertical (rearing) no Teste do

Campo Aberto em ratos com leséo estriatal unilateral por 6-OHDA

Na avaliacdo da atividade exploratoria vertical (rearing), o grupo 6-OHDA nao
tratado apresentou uma reducdo de 45% no numero de eventos, em relacdo ao
grupo FO (6-OHDA: 9,25 £ 0,37; FO: 16,70 £ 1,14; p<0,0001). Este efeito no nimero
de rearing foi estatisticamente revertido nos animais hemiparkinsonianos tratados
com (-)-linalol, nas doses 25 mg/kg (16,50 + 0,65; p<0,0001), 50 mg/kg (15,85 +
0,98; p<0,0001) e 100 mg/kg (15,30 + 0,62; p<0,0001) [F(4,95)=14,89; p<0,0001],
Figura 17. Representando um aumento no numero de rearing de cerca de 44%, 42%

e 40%, respectivamente.
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Figura 17 - Efeito do (-)-linalol na atividade locomotora vertical (rearing)
avaliado no Teste do Campo Aberto em ratos com leséo estriatal unilateral por
6-OHDA

20 -
b b o

c T —_
T . - .
o)
o
c a
— 10+
©
[3)
)
© 5+
o
Z

O | 1 | |

FO 6-OHDA LIN 25 LIN 50 LIN 100

6-OHDA

As barras indicam o niumero de levantamentos pelos animais no campo aberto, em 5 min.
Foram utilizados 20 animais por grupo. Os valores estédo representados como média + EPM.
As letras acima das barras indicam diferenca significante: a vs. FO, p<0,0001; b vs. 6-
OHDA, p<0,0001. ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Tukey.
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5.3 Efeito do (-)-linalol na assimetria dos membros anteriores no Teste do

Cilindro em ratos com leséo estriatal unilateral por 6-OHDA

O Teste do Cilindro foi utilizado para analise do uso das patas dianteiras pelos
animais na atividade exploratoria vertical (rearing), quando toca a parede do cilindro
de forma independente, patas ipsi e contralateral a lesdo, bem como de forma
simultanea, ambas as patas.

Os animais do grupo 6-OHDA nao tratado apresentaram um aumento
significativo na percentagem de toques ipsilaterais (% toques ipsilaterais: 6-OHDA:
69,81 = 3,84; FO: 49,13 + 2,19; p<0,001), uma diminuicdo significativa nos toques
contralaterais (% toques contralaterais: 6-OHDA: 20,77 + 2,66; FO: 48,47 + 2,68;
p<0,0001) e com ambas as patas (% toques com ambas as patas: 6-OHDA: 4,21 +
0,48; FO: 9,90 + 1,20; p<0,001), quando comparado ao grupo FO. O tratamento com
(-)-linalol diminuiu significativamente a percentagem de toques ipsilaterais nos
animais hemiparkinsonianos nas doses 25 e 50 mg/kg (% toques ipsilaterais: 6-
OHDA + LIN25: 48,47 + 3,46; p<0,001; 6-OHDA + LIN50: 53,51 + 3,19; p<0,01; 6-
OHDA + LIN100: 58,46 + 2,87; p>0,05) [F(4,48)=7,77; p<0,0001], Figura 18.
Também observou-se aumento significativo da frequéncia de toques contralaterais
nos animais hemiparkinsonianos tratados nas trés doses estudadas (% toques
contralaterais: 6-OHDA + LIN25: p<0,0001; 6-OHDA + LIN50: p<0,0001; 6-OHDA +
LIN100: p<0,01) [F(4,46)=15,91; p<0,0001], Figura 19. Os dados mostram aumento
significativo da frequéncia de toques com ambas as patas nos animais
hemiparkinsonianos tratados com a dose 25 mg/kg (% toques com ambas as patas:
6-OHDA + LIN25: 9,27 + 0,90; p<0,01; 6-OHDA + LIN50: 6,45 + 0,77; p>0,05; 6-
OHDA + LIN100: 6,05 * 0,92; p>0,05) [F(4,40)=7,61; p<0,0001], ver Figura 20.

Os animais com hemiparkinsonismo (6-OHDA) apresentaram assimetria dos
membros anteriores, parcialmente revertida apés tratamento com (-)-linalol nas trés

doses estudadas, indicando prevencdo do comprometimento motor nesses animais.
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Tabela 3 - Percentagem de toques com as patas dianteiras na parede do

cilindro (5 min)

Pata ipsilateral

Pata contralateral

Ambas as patas

Grupos
aleséo (%) a leséo (%) (%)
FO 49,13 £ 2,19 48,47 + 2,68 9,90 + 1,20
6-OHDA 69,81 + 3,842 20,77 + 2,662 4,21 + 0,482
6-OHDA + LIN 25 mg 48,47 + 3,46 45,74 + 2,76 9,27 + 0,90
6-OHDA + LIN 50 mg 53,51 + 3,19° 42,45 + 2 58P 6,45+ 0,77
6-OHDA + LIN 100 mg 58,46 + 2,87 36,16 + 2,642b 6,05 + 0,922

Foram utilizados 8 a 11 animais por grupo. Os valores estdo representados como média +

EPM. As letras indicam diferenca significante: a vs. FO, p<0,05; b vs. 6-OHDA, p<0,05.

ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Tukey.
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Figura 18 - Efeito do (-)-linalol na assimetria no uso da pata ipsilateral anterior
avaliado no Teste do Cilindro em ratos com lesdo estriatal unilateral por 6-
OHDA
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As barras representam a percentagem de toques com a pata ipsilateral a lesédo, pelos
animais no Teste do Cilindro, em 5 min. Foram utilizados 9 a 11 animais por grupo. Os
valores estdo representados como média + EPM. As letras acima das barras indicam
diferenca significante: a vs. FO, p<0,001; b vs. 6-OHDA, p<0,001; ¢ vs. 6-OHDA, p<0,01.
ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Tukey.
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Figura 19 - Efeito do (-)-linalol na assimetria no uso da pata contralateral
anterior avaliado no Teste do Cilindro em ratos com lesdo estriatal unilateral
por 6-OHDA
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As barras representam a percentagem de toques com a pata contralateral a lesdo, pelos
animais no Teste do Cilindro, em 5 min. Foram utilizados 9 a 11 animais por grupo. Os
valores estdo representados como média + EPM. As letras acima das barras indicam
diferenca significante: a vs. FO, p<0,0001; b vs. FO, p<0,05; c vs. 6-OHDA, p<0,0001; d vs.
6-OHDA, p<0,01. ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Tukey.
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Figura 20 - Efeito do (-)-linalol no uso simultdneo de ambas as patas dos
membros anteriores avaliado no Teste do Cilindro em ratos com lesdo estriatal

unilateral por 6-OHDA

£ 157
g

LY

(%]

s

o C

(o8

s 10+ | T

3 b

€

c ' T
E a

5 5

o

=]

o

o

-

‘O\i 0 I I I 1

FO 6-OHDA LIN 25 LIN 50 LIN 100

6-OHDA

As barras representam a percentagem de toques com ambas as patas dos membros
anteriores, pelos animais no Teste do Cilindro, em 5 min. Foram utilizados 8 a 11 animais
por grupo. Os valores estdo representados como média £+ EPM. As letras acima das barras
indicam diferenca significante: a vs. FO, p<0,001; b vs. FO, p<0,05; ¢ vs. 6-OHDA, p<0,01.
ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Tukey.
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5.4 Efeito do (-)-linalol sobre a memoaria operacional no Teste do Labirinto em Y

(Y-maze Test) em ratos com lesao estriatal unilateral por 6-OHDA

No Teste do Labirinto em Y, avaliou-se o desempenho do animal na tarefa de
entrar nos bracos do labirinto de maneira alternada, o que chamamos de memoria
de procedimento ou de trabalho. O grupo 6-OHDA néo tratado apresentou uma
reducdo significativa na percentagem de alternacbes espontaneas corretas no Y-
maze, em relacdo ao grupo FO (% alternacdes corretas: 6-OHDA: 62,40 + 2,11; FO:
74,80 + 1,74; p<0,001). Este efeito no grupo hemiparkinsoniano foi estatisticamente
revertido com o (-)-linalol nas trés doses testadas (% alternacdes corretas: 6-OHDA
+ LIN25: 81,17 + 2,53; p<0,0001; 6-OHDA + LIN50: 78,71 + 1,78; p<0,0001; 6-OHDA
+ LIN100: 80 + 1,95; p<0,0001) [F(4,95)=14,02; p<0,0001], ver Figura 21.

Os animais hemiparkinsonianos (6-OHDA) apresentaram prejuizo na memaria
operacional, prevenido com o (-)-linalol nas trés doses estudadas, indicando possivel

efeito neuroprotetor no comprometimento cognitivo nesses animais.
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Figura 21 - Efeito do (-)-linalol na percentagem de alterna¢cfes espontaneas
corretas no Teste do Labirinto em Y em ratos com les&o estriatal unilateral por

6-OHDA
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As barras representam a percentagem de alternacdes espontédneas corretas no Teste do
Labirinto em Y, em 8 min. Foram utilizados 20 animais por grupo. Os valores estéo
representados como meéedia + EPM. As letras acima das barras indicam diferenca
significante: a vs. FO, p<0,001; b vs. 6-OHDA, p<0,0001. ANOVA de uma via seguida do

teste post-hoc de Tukey.
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5.5 Efeito do (-)-linalol sobre a memdéria de curta e longa duracéo na Tarefa de
Reconhecimento de Objetos (TRO) em ratos com lesdo estriatal unilateral por
6-OHDA

Na Tarefa de Reconhecimento de Objetos (TRO), avaliou-se a memdéria de
curta e longa duracdo. O grupo 6-OHDA ndo tratado apresentou prejuizo
estaticamente significativo na memdria de curta duracdo em comparagdo ao grupo
FO (indice de discriminagdo: 6-OHDA: 0,53 + 0,04; FO: 0,74 + 0,03; p<0,01). Este
efeito foi estatisticamente revertido nos animais hemiparkinsonianos tratados com (-
)-linalol nas doses 25 e 50 mg/kg (indice de discriminacao: 6-OHDA + LIN25: 0,71 +
0,03; p<0,05; 6-OHDA + LIN50: 0,75 * 0,02; p<0,01; 6-OHDA + LIN100: 0,63 + 0,03;
p>0,05) [F(4,33)=5,57; p<0,0015], ver Figura 22.

Se tratando da memodria de longa duracdo, ndo observou-se diferenca
estatistica na discriminacdo dos objetos entre os grupos (indice de discriminacéo: 6-
OHDA: 0,64 £ 0,02; FO: 0,72 £ 0,03; p>0,05; 6-OHDA + LIN25: 0,73 + 0,01; p>0,05;
6-OHDA + LIN50: 0,73 + 0,03; p>0,05; 6-OHDA + LIN100: 0,65 + 0,03; p>0,05)
[F(4,34)=3,02; p<0,0308], ver Figura 23.
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Figura 22 - Efeito do (-)-linalol na memdéria de curta duragcdo na TRO em ratos

com leséao estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam o indice de discriminacdo na TRO, na andlise da memoria de curta
duracdo, em 5 min. Foram utilizados 6 a 8 animais por grupo. Os valores estdo
representados como média + EPM. As letras acima das barras indicam diferenca
significante: a vs. FO, p<0,01; b vs. 6-OHDA, p<0,05; c vs. 6-OHDA, p<0,01. ANOVA de

uma via seguida do teste post-hoc de Tukey.
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Figura 23 - Efeito do (-)-linalol na memoéria de longa dura¢cdo na TRO em ratos

com leséao estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam o indice de discriminacdo na TRO, na analise da memdéria de longa

duracdo, em 5 min. Foram utilizados 7 a 8 animais por grupo. Os valores estdo

representados como média + EPM. ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Tukey.
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5.6 Efeito do (-)-linalol sobre o comportamento tipo-depressivo no Teste do
Nado Forcado (Forced Swim Test) em ratos com lesé&o estriatal unilateral por 6-
OHDA

O Teste do Nado Forgado foi utilizado para avaliar o comportamento tipo-
depressivo dos animais. O grupo 6-OHDA ndao tratado apresentou maior desespero
comportamental, medido pelo tempo de imobilizacdo, quando comparado ao grupo
FO (tempo de imobilizacdo: 6-OHDA: 139,16 + 10,27; FO: 62,74 + 5,78; p<0,0001).
Os animais hemiparkinsonianos tratados com (-)-linalol nas 3 doses estudadas foram
capazes de prevenir estatisticamente o aumento do tempo de imobilizacéo,
mantendo valores proximos ao grupo FO (tempo de imobilizacdo: 6-OHDA + LIN25:
51,38 + 6,75; p<0,0001; 6-OHDA + LIN50: 59,51 + 6,81; p<0,0001; 6-OHDA +
LIN100: 62,93 £ 7,59; p<0,0001) [F(4,36)=22,52; p<0,0001], ver Figura 24.
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Figura 24 - Efeito do (-)-linalol sobre o comportamento tipo-depressivo no

Teste do Nado Forcado em ratos com leséo estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam o tempo de imobilizacdo no Teste do Nado For¢cado, em 5 min.

Foram utilizados 8 a 9 animais por grupo. Os valores estdo representados como média +

EPM. As letras acima das barras indicam diferenca significante: a vs. FO, p<0,0001; b vs. 6-
OHDA, p<0,0001. ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Tukey.
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5.7 Efeito do (-)-linalol sobre prejuizos no Teste de Discriminacdo Olfatéria em

ratos com lesao estriatal unilateral por 6-OHDA

O Teste de Discriminacdo Olfatéria foi utilizado para avaliacdo de
comprometimento da via olfatéria. Os animais do grupo FO, com funcdo olfatéria
intacta, foram capazes de discriminar entre os dois objetos [objeto com cheiro de
fémea (OCF) e objeto com cheiro neutro (OCN)], preferindo o OCF (tempo de
exploracéo: FOocr: 22,06 + 2,27; FOocn: 3,12 £ 0,51; p<0,0001). De forma contraria,
os animais hemiparkinsonianos nao foram capazes de discriminar entre os dois
objetos (tempo de exploracdo: 6-OHDAocr: 10,68 + 1,33; 6-OHDAocn: 4,45 + 0,74;
p>0,05).

Os animais hemiparkinsonianos tratados com (-)-linalol nas 3 doses
estudadas conseguiram discriminar estatisticamente entre os dois objetos,
preferindo o OCF (tempo de exploracao: 6-OHDA + LIN25ocr: 18,13 = 1,68; 6-OHDA
+ LIN250cn: 4,68 + 0,86; p<0,0001; 6-OHDA + LIN50ocr: 20,91 + 1,85; 6-OHDA +
LIN50ocn: 5,44 + 1,16; p<0,0001; 6-OHDA + LIN10Oocr: 20,45 + 2,31; 6-OHDA +
LIN100ocn: 4,16 + 1,47; p<0,0001), ver Figura 25. Este resultado é um indicativo da
manutencdo das concentracdbes de DA na via olfatéria, confirmando menor
neurodegeneragdo dopaminérgica.

Os animais hemiparkinsonianos tratados com (-)-linalol também conseguiram
explorar mais o OCF, quando comparados aos animais hemiparkinsonianos [p<0,05;
F(9,60)=27,21; p<0,0001], ver Figura 25.
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Figura 25 - Efeito do (-)-linalol sobre a funcdo olfatéria no Teste de

Discriminacédo Olfatéria em ratos com leséo estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam o tempo de exploracdo do OCF e OCN no Teste de Discriminacdo
Olfatéria, em 2 min. Foram utilizados 6 a 8 animais por grupo. Os valores estao
representados como média + EPM. As letras acima das barras indicam diferenca
significante: a vs. FO (cheiro de fémea), p<0,0001; b vs. 6-OHDA (cheiro de fémea), p<0,05;
c vs. 6-OHDA (cheiro de fémea), p<0,001; d vs. 6-OHDA + LIN 25 (cheiro neutro), p<0,0001;
e vs. 6-OHDA + LIN 50 (cheiro neutro), p<0,0001; f vs. 6-OHDA + LIN 100 (cheiro neutro),
p<0,0001. ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Tukey.
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5.8 Determinacgédo da concentragcdo de monoaminas e aminoacidos por HPLC

5.8.1 Efeito do (-)-linalol nas concentracbes de dopamina (DA) e seus
metabolitos DOPAC e HVA no corpo estriado de ratos com lesdo estriatal
unilateral por 6-OHDA

A injecdo intraestriatal de 6-OHDA produziu lesdo nos neurbnios
catecolaminérgicos resultando na reducao de cerca de 74% na concentracdo de DA
no CED (lesionado) quando comparado ao seu contralateral (ndo lesionado), nos
animais do grupo 6-OHDA néo tratado, e uma reducao de 77,5% em relacdo ao
CED dos animais controles (FO). Como esperado, o grupo FO mostrou
concentragdes de DA semelhantes no CED e CEE, ver Figura 26.

O (-)-linalol protegeu significativamente contra a deplecdo dopaminérgica nos
animais hemiparkinsonianos tratados nas 3 doses estudadas (concentracdo de DA
em ng/g tecido: 6-OHDA-D: 0,668 *+ 0,128; 6-OHDA + LIN25-D: 1,902 * 0,339;
p<0,01; 6-OHDA + LIN50-D: 2,396 + 0,204; p<0,0001; 6-OHDA + LIN100-D: 1,924 +
0,234; p<0,01) [F(9,84)=9,07; p<0,0001], representando um aumento nas
concentracdes de DA de 64,88%, 72,12% e 65,28%, respectivamente (Figura 26).

Quanto ao DOPAC, principal metabdlito da DA, o grupo 6-OHDA néo tratado
apresentou uma reducdo de aproximadamente 73% na sua concentracdo no CED
(lesionado) em relacdo ao seu contralateral (ndo lesionado), e uma reducdo de
77,8% em relacdo ao CED do grupo FO. Os resultados também mostram que o
grupo FO apresenta valores semelhantes de DOPAC no CED e CEE, ver Figura 27.
Esse efeito sugere uma acao neuroprotetora do (-)-linalol e seu potencial para o
tratamento da DP.

O tratamento com (-)-linalol protegeu significativamente contra a redugao dos
niveis de DOPAC nos animais hemiparkinsonianos tratados nas 3 doses estudadas
(concentracdo de DOPAC em ng/g tecido: 6-OHDA-D: 0,951 + 0,120; 6-OHDA +
LIN25-D: 2,123 + 0,245; p<0,01; 6-OHDA + LIN50-D: 2,695 + 0,191; p<0,0001; 6-
OHDA + LIN100-D: 1,975 + 0,171; p<0,01) [F(9,90)=33,26; p<0,0001],
representando um aumento nas concentracdes de DOPAC de 55,2%, 64,7% e
51,9%, respectivamente (Figura 27).

Com relacdo as concentracdes de HVA, o grupo 6-OHDA néo tratado

apresentou uma reducdo de aproximadamente 41% na sua concentracdo no CED
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(lesionado) em relagc&o ao seu contralateral (ndo lesionado), e uma reducédo de 57%
em relacdo ao CED do grupo FO. Os resultados também mostram que o grupo FO
apresenta valores semelhantes de HVA no CED e CEE, ver Figura 28.

Embora o tratamento com (-)-linalol tenha reduzido a deplecdo dos niveis de
HVA nos animais hemiparkinsonianos tratados nas 3 doses estudadas. Sua
protecdo ndo garantiu concentracdes significativamente maiores de HVA em relacao
aos animais hemiparkinsonianos nao tratados (concentracdo de HVA em ng/g
tecido: 6-OHDA-D: 246,5 = 17,97; 6-OHDA + LIN25-D: 337,8 £ 62,89; p>0,05; 6-
OHDA + LIN50-D: 430,0 £ 39,14; p>0,05; 6-OHDA + LIN100-D: 410,1 + 63,31;
p>0,05) [F(9,66)=3,43; p<0,0016], ver Figura 28.
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Figura 26 - Efeito do (-)-linalol sobre as concentragdes estriatais de DA em

ratos com lesao estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam as concentracfes estriatais de DA em ng/g de tecido. Foram
utilizados 7 a 11 animais por grupo. Os valores estdo representados como média + EPM. As
letras acima das barras indicam diferenca significante: a vs. FO-D, p<0,0001; b vs. 6-OHDA-
D, p<0,01; ¢ vs. 6-OHDA-D, p<0,0001; d vs. 6-OHDA + LIN50-E, p<0,05. ANOVA de uma

via seguida do teste post-hoc de Tukey.



102

Figura 27 - Efeito do (-)-linalol sobre as concentragdes estriatais de DOPAC em

ratos com lesao estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam as concentracdes estriatais de DOPAC em ng/g de tecido. Foram

utilizados 9 a 11 animais por grupo. Os valores estdo representados como média + EPM. As

letras acima das barras indicam diferenca significante: a vs. FO-D, p<0,0001; b vs. 6-OHDA-
D, p<0,01; c vs. 6-OHDA-D, p<0,0001; d vs. 6-OHDA + LIN25-D, p<0,0001; e vs. 6-OHDA +
LIN50-D, p<0,01; f vs. 6-OHDA + LIN100-D, p<0,0001. ANOVA de uma via seguida do teste

post-hoc de Tukey.
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Figura 28 - Efeito do (-)-linalol sobre as concentragbes estriatais de HVA em

ratos com lesdo estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam as concentragdes estriatais de HVA em ng/g de tecido. Foram
utilizados 6 a 9 animais por grupo. Os valores estdo representados como média + EPM. As
letras acima das barras indicam diferenca significante: a vs. FO-D, p<0,05. ANOVA de uma

via seguida do teste post-hoc de Tukey.
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5.8.2 Efeito do (-)-linalol nas concentracdes de aminoacidos no corpo estriado

de ratos com lesao estriatal unilateral por 6-OHDA

Os resultados mostraram que a concentracdo do aminodcido excitatorio
Glutamato, no CED dos animais do grupo 6-OHDA né&o tratado, estava
estatisticamente aumentada em relacdo ao grupo FO (concentracdo de Glutamato
em umol/g tecido: 6-OHDA: 3,47 = 0,20; FO: 0,67 £ 0,07; p<0,0001). O tratamento
com (-)-linalol impediu o aumento das concentra¢cdes de Glutamato nos animais
hemiparkinsonianos tratados nas 3 doses estudadas [F(4,25)=74,45; p<0,0001], ver
Figura 29. Ja, a concentracdo de Taurina no CED dos animais do grupo 6-OHDA
nao tratado, estava estatisticamente reduzida (concentracdo de Taurina em pmol/g
tecido: 6-OHDA: 0,47 £ 0,06; FO: 2,43 £ 0,31; p<0,01), quando comparado ao grupo
FO. O (-)-linalol impediu a redugdo das concentragcdes de Taurina nos animais
tratados nas 3 doses estudadas, mantendo valores proximos aos do grupo FO
[F(4,27)=8,68; p<0,0001], ver Figura 30.

No que se refere aos aminoacidos inibitorios, observou-se um aumento
significativo dos niveis de GABA no CED do grupo 6-OHDA néo tratado, em relacao
ao grupo FO (concentracdo de GABA em pmol/g tecido: 6-OHDA: 8,76 + 0,58; FO:
4,98 + 0,39; p<0,0001). O tratamento com (-)-linalol protegeu contra o0 aumento dos
niveis de GABA nos animais hemiparkinsonianos tratados nas 3 doses estudadas
[F(4,24)=30,51; p<0,0001], ver Figura 31. Os niveis de Glicina no CED do grupo 6-
OHDA néo tratado reduziu significativamente quando comparado ao grupo FO
(concentracao de Glicina em pumol/g tecido: 6-OHDA: 2,32 + 0,18; FO: 4,91 £ 0,35;
p<0,0001). Mas, diferente dos achados de GABA, apenas a dose de (-)-linalol 25
mg/kg (v.0.) produziu efeito, aumentando significativamente os niveis de Glicina dos
animais hemiparkinsonianos (concentragéo de Glicina em pmol/g tecido: 6-OHDA +
LIN25: 4,14 + 0,45; p<0,01; 6-OHDA + LIN50: 2,89 + 0,48; p>0,05; 6-OHDA +
LIN100: 1,98 + 0,23; p>0,05) [F(4,27)=12,61; p<0,0001], ver Figura 32.

A Tirosina, precursor imediato das catecolaminas, estava com sua
concentracéo reduzida no CED do grupo 6-OHDA nao tratado quando comparado
ao grupo FO (concentracao de Tirosina em pmol/g tecido: 6-OHDA: 0,51 £ 0,09; FO:
1,14 + 0,13; p<0,001). O (-)-linalol na dose de 100 mg/kg v.o., aumentou

significativamente a sua concentracdo no CED (concentracdo de Tirosina em pmol/g
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tecido: 6-OHDA + LIN25: 0,64 + 0,07; p>0,05; 6-OHDA + LIN50: 0,70 + 0,08; p>0,05:
6-OHDA + LIN100: 1,09 + 0,06; p<0,01) [F(4,25)=8,80; p<0,0001], ver Figura 33.
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Figura 29 - Efeito do (-)-linalol sobre as concentragfes estriatais de Glutamato

em ratos com leséo estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam as concentragbes estriatais de Glutamato em pmol/g de tecido.
Foram utilizados 5 a 7 animais por grupo. Os valores estdo representados como média +
EPM. As letras acima das barras indicam diferenca significante: a vs. FO, p<0,0001; b vs.
FO, p<0,001; c vs. 6-OHDA, p<0,0001; d vs. 6-OHDA + LIN25, p<0,001. ANOVA de uma via
seguida do teste post-hoc de Tukey.
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Figura 30 - Efeito do (-)-linalol sobre as concentragdes estriatais de Taurina em

ratos com lesao estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam as concentragfes estriatais de Taurina em pmol/g de tecido. Foram
utilizados 5 a 8 animais por grupo. Os valores estdo representados como média + EPM. As
letras acima das barras indicam diferenca significante: a vs. FO, p<0,01; b vs. 6-OHDA,
p<0,01; c vs. 6-OHDA, p<0,001. ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Tukey.
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Figura 31 - Efeito do (-)-linalol sobre as concentragdes estriatais de GABA em

ratos com lesao estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam as concentracdes estriatais de GABA em pmol/g de tecido. Foram
utilizados 5 a 6 animais por grupo. Os valores estédo representados como média + EPM. As
letras acima das barras indicam diferenca significante: a vs. FO, p<0,0001; b vs. FO, p<0,01;
c vs. 6-OHDA, p<0,0001; d vs. 6-OHDA, p<0,001; e vs. 6-OHDA + LIN50, p<0,001. ANOVA
de uma via seguida do teste post-hoc de Tukey.
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Figura 32 - Efeito do (-)-linalol sobre as concentragfes estriatais de Glicina em

ratos com lesao estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam as concentracdes estriatais de Glicina em umol/g de tecido. Foram
utilizados 6 a 7 animais por grupo. Os valores estdo representados como média + EPM. As
letras acima das barras indicam diferenca significante: a vs. FO, p<0,0001; b vs. FO, p<0,01;
c vs. 6-OHDA, p<0,01; d vs. 6-OHDA + LIN100, p<0,01. ANOVA de uma via seguida do
teste post-hoc de Tukey.
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Figura 33 - Efeito do (-)-linalol sobre as concentragcdes estriatais de Tirosina

em ratos com leséo estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam as concentragdes estriatais de Tirosina em pmol/g de tecido. Foram
utilizados 6 animais por grupo. Os valores estdo representados como média + EPM. As
letras acima das barras indicam diferenca significante: a vs. FO, p<0,001; b vs. FO, p<0,01;
c vs. 6-OHDA, p<0,01; d vs. 6-OHDA + LIN25, p<0,05. ANOVA de uma via seguida do teste
post-hoc de Tukey.
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5.9 Avaliagéo do Estresse Oxidativo

5.9.1 Efeito do (-)-linalol na peroxidacéao lipidica (MDA) em tecidos cerebrais de

ratos com lesé&o estriatal unilateral por 6-OHDA

Os resultados mostraram que o cértex pré-frontal (CPF) e o hipocampo (HC)
dos animais do grupo 6-OHDA ndao tratado apresentaram aumento estatisticamente
significativo do conteddo de MDA (concentracdo de MDA em pg/g tecido: CPF:
324,03 £+ 18,72; HC: 585,55 = 32,81), quando comparado ao grupo FO
(concentracdo de MDA em ug/g tecido: CPF: 86,74 *+ 4,32; p<0,0001; HC: 105,43 +
5,14; p<0,0001). O tratamento com (-)-linalol protegeu contra o0 aumento na
peroxidacao lipidica pela 6-OHDA nas 3 doses estudadas em ambas as éareas
cerebrais [F(4,51)=34,21; p<0,0001] e [F(4,53)=99,05; p<0,0001], respectivamente
(Figuras 34 e 35).

Quanto ao CED (lesionado), o grupo 6-OHDA néo tratado apresentou
aumento de MDA quando comparado ao grupo FO (concentracdo de MDA em ug/g
tecido: 6-OHDA: 291,70 + 11,75; FO: 102,35 * 7,18; p<0,0001), demonstrando que 0
estresse oxidativo tem um papel importante no mecanismo de leséo induzida pela 6-
OHDA. O (-)-linalol protegeu contra 0 aumento na peroxidacgéao lipidica pela 6-OHDA
nas 3 doses estudadas no CED (concentracdo de MDA em pug/g tecido: 6-OHDA +
LIN25: 173,77 + 13,82; p<0,0001; 6-OHDA + LIN50: 195,59 + 18,25; p<0,0001; 6-
OHDA + LIN100: 184,90 = 20,44; p<0,0001) [F(4,43)=17,99; p<0,0001], ver Figura
36. Esse efeito indica uma ag¢ao neuroprotetora do (-)-linalol e seu potencial para o

tratamento da DP.
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Figura 34 - Efeito do (-)-linalol na peroxidacdo lipidica (MDA) no coértex pré-

frontal (CPF) de ratos com leséao estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam as concentracdes de MDA no CPF, em ug/g de tecido. Foram
utilizados 10 a 12 animais por grupo. Os valores estéo representados como média + EPM.
As letras acima das barras indicam diferenca significante: a vs. FO, p<0,0001; b vs. FO,
p<0,05; c vs. FO, p<0,01; d vs. 6-OHDA, p<0,0001; e vs. 6-OHDA, p<0,001. ANOVA de uma

via seguida do teste post-hoc de Tukey.
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Figura 35 - Efeito do (-)-linalol na peroxidacéo lipidica (MDA) no hipocampo
(HC) de ratos com lesao estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam as concentracbes de MDA no HC, em ug/g de tecido. Foram
utilizados 11 a 12 animais por grupo. Os valores estdo representados como média + EPM.
As letras acima das barras indicam diferenca significante: a vs. FO, p<0,0001; b vs. FO,
p<0,001; c vs. 6-OHDA, p<0,0001; d vs. 6-OHDA + LIN100, p<0,01. ANOVA de uma via
seguida do teste post-hoc de Tukey.
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Figura 36 - Efeito do (-)-linalol na peroxidacéo lipidica (MDA) no corpo estriado

direito (CED) de ratos com lesao estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam as concentragcbes estriatais de MDA em pg/g de tecido. Foram
utilizados 8 a 10 animais por grupo. Os valores estdo representados como média + EPM. As
letras acima das barras indicam diferenca significante: a vs. FO, p<0,0001; b vs. FO, p<0,05;
c vs. FO, p<0,01; d vs. 6-OHDA, p<0,0001; e vs. 6-OHDA, p<0,001. ANOVA de uma via
seguida do teste post-hoc de Tukey.
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5.9.2 Efeito do (-)-linalol nos niveis de Nitrito/Nitrato em tecidos cerebrais de

ratos com lesao estriatal unilateral por 6-OHDA

Os resultados mostraram que o CPF e o HC dos animais do grupo 6-OHDA
nao tratado apresentaram aumento significativo das concentragcdes de nitrito
(concentracdo de nitrito em pumol/g de tecido: CPF: 3,20 £ 0,24; HC: 4,0 + 0,29),
guando comparado ao grupo FO (concentracdo de nitrito em pumol/g de tecido: CPF:
1,73 £ 0,20; p<0,0001; HC: 1,86 + 0,15; p<0,0001). O tratamento com (-)-linalol
protegeu contra o aumento da concentragdo de nitrito pela 6-OHDA nas 3 doses
estudadas em ambas as areas cerebrais [F(4,49)=9,09; p<0,0001] e [F(4,40)=16,54;
p<0,0001], respectivamente (Figuras 37 e 38).

Quanto ao CED (lesionado), o grupo 6-OHDA nao tratado apresentou
aumento da concentragdo de nitrito quando comparado ao grupo FO (concentracéo
de nitrito em pumol/g de tecido: FO: 1,28 + 0,13; 6-OHDA: 4,91 £ 0,21; p<0,0001). O
(-)-linalol protegeu contra o aumento da concentracdo de nitrito pela 6-OHDA nas 3
doses estudadas (concentracdo de nitrito em pmol/g de tecido: 6-OHDA + LIN25:
2,30 + 0,15; p<0,0001; 6-OHDA + LIN50: 2,19 + 0,29; p<0,0001; 6-OHDA + LIN100:
1,83 £ 0,19; p<0,0001) [F(4,36)=46,06; p<0,0001], ver Figura 39.
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Figura 37 - Efeito do (-)-linalol nos niveis de nitrito/nitrato no cértex pré-frontal

(CPF) de ratos com lesao estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam os niveis de nitrito/nitrato no CPF, em pmol/g de tecido. Foram
utilizados 10 a 12 animais por grupo. Os valores estdo representados como média + EPM.
As letras acima das barras indicam diferenca significante: a vs. FO, p<0,0001; b vs. 6-
OHDA, p<0,0001; c vs. 6-OHDA, p<0,001. ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de
Tukey.
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Figura 38 - Efeito do (-)-linalol nos niveis de nitrito/nitrato no hipocampo (HC)

de ratos com lesao estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam os niveis de nitrito/nitrato no HC, em pmol/g de tecido. Foram
utilizados 8 a 10 animais por grupo. Os valores estdo representados como média + EPM. As
letras acima das barras indicam diferenga significante: a vs. FO, p<0,0001; b vs. 6-OHDA,
p<0,0001. ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Tukey.
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Figura 39 - Efeito do (-)-linalol nos niveis de nitrito/nitrato no corpo estriado

direito (CED) de ratos com lesao estriatal unilateral por 6-OHDA

°

= a

o

o 5=

o

°

= 47

©

£ -

5 3 b,C blC

o - C
: 21 —
=

e 17

< 0 T T T T

FO 6-OHDA LIN 25 LIN 50 LIN 100

6-OHDA

As barras representam os niveis de nitrito/nitrato no CED, em pmol/g de tecido. Foram
utilizados 8 a 9 animais por grupo. Os valores estédo representados como média + EPM. As
letras acima das barras indicam diferenca significante: a vs. FO, p<0,0001; b vs. FO, p<0,05;
c vs. 6-OHDA, p<0,0001. ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Tukey.
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5.9.3 Efeito do (-)-linalol nos niveis de Glutationa Reduzida (GSH) em tecidos

cerebrais de ratos com leséo estriatal unilateral por 6-OHDA

Os resultados mostraram que os niveis de GSH no CPF dos animais néo
variaram entre os grupos estudados (p>0,05) [F(4,34)=1,25; p<0,3076], ver Figura
40. Ja os niveis de GSH no HC dos animais do grupo 6-OHDA ndo tratado, estavam
reduzidos quando comparado ao grupo FO (concentracdo de GSH em ug/g tecido:
6-OHDA: 809,5 £+ 100,2; FO: 1293,0 + 83,88; p<0,001). O tratamento com (-)-linalol
preveniu a redugdo de GSH pela 6-OHDA somente na dose de 25 mg/kg (v.0.),
aumentando estatisticamente a concentracdo de GSH (concentracdo de GSH em
Hg/g tecido: 6-OHDA + LIN25: 1126,0 + 32,91; p<0,05; 6-OHDA + LIN50: 1027,0 +
44,19; p>0,05; 6-OHDA + LIN100: 1073,0 + 49,43; p>0,05) [F(4,34)=6,68; p<0,0004],
ver Figura 41.

Quanto ao CED (lesionado), o grupo 6-OHDA néo tratado apresentou reducao
de GSH em relacdo ao grupo FO (concentracdo de GSH em pg/g tecido: 6-OHDA:
686,87 + 56,91; FO: 1073,25 £ 123,29; p<0,05). O (-)-linalol preveniu a reducao de
GSH pela 6-OHDA nas doses de 50 e 100 mg/kg (v.0.), aumentando
estatisticamente as concentragbes de GSH para valores proximos ao grupo FO
(concentragdo de GSH em pg/g tecido: 6-OHDA + LIN25: 798,59 + 57,23; p>0,05; 6-
OHDA + LIN50: 1144,24 + 82,69; p<0,01; 6-OHDA + LIN100: 1030,86 + 63,10;
p<0,05) [F(4,34)=5,80; p<0,0011], ver Figura 42.
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Figura 40 - Efeito do (-)-linalol nos niveis de GSH no cértex pré-frontal (CPF) de

ratos com lesao estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam os niveis de GSH no CPF, em ug/g de tecido. Foram utilizados 5 a 9
animais por grupo. Os valores estéo representados como média £+ EPM. ANOVA de uma via

seguida do teste post-hoc de Tukey.
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Figura 41 - Efeito do (-)-linalol nos niveis de GSH no hipocampo (HC) de ratos

com leséao estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam os niveis de GSH no HC, em ug/g de tecido. Foram utilizados 5 a 9
animais por grupo. Os valores estéo representados como média + EPM. As letras acima das
barras indicam diferenca significante: a vs. FO, p<0,001; b vs. FO, p<0,05; c vs. 6-OHDA,
p<0,05. ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Tukey.
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Figura 42 - Efeito do (-)-linalol nos niveis de GSH no corpo estriado direito

(CED) de ratos com leséo estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam os niveis estriatais de GSH, em ug/g de tecido. Foram utilizados 7 a
8 animais por grupo. Os valores estédo representados como média £+ EPM. As letras acima
das barras indicam diferenca significante: a vs. FO, p<0,05; b vs. 6-OHDA, p<0,01; c vs. 6-
OHDA, p<0,05; d vs. 6-OHDA + LIN25, p<0,05. ANOVA de uma via seguida do teste post-
hoc de Tukey.
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5.10 Analise imunohistoquimica do efeito do (-)-linalol no modelo de DP

5.10.1 Efeito do (-)-linalol sobre a imunorreatividade para a Tirosina Hidroxilase
(TH) no corpo estriado direito (CED) de ratos com leséo estriatal unilateral por
6-OHDA

Como pode ser observado nas figuras 43 e 44, os animais do grupo 6-OHDA
ndo tratado apresentaram uma reducdo meédia de 46% na imunorreatividade para
TH no CE lesionado quando comparado aos animais FO. Por outro lado, o
tratamento com (-)-linalol na dose de 50 mg/kg (v.0.) promoveu um aumento médio
de 435% na imunorreatividade para TH em relacdo ao grupo com
hemiparkinsonismo (6-OHDA) [F(2,37)=94,74; p<0,0001]. Assim, ficando evidente a
acdo neuroprotetora do (-)-linalol contra a degeneragcdo de neurdnios
dopaminérgicos no CED de ratos hemiparkinsonianos, ver Figuras 43 e 44.

Figura 43 - Fotomicrografias representativas do efeito do (-)-linalol sobre a
imunomarcacdo para a TH no corpo estriado direito (CED) de ratos com lesdo
estriatal unilateral por 6-OHDA

6-OHDA 6-OHDA + LIN50

Fotomicrografias da imunomarcacdo para TH em seccgbes coronais do CED de ratos com
leséo estriatal unilateral por 6-OHDA e tratados por 15 dias com (-)-linalol. Coloragédo marron

representa células imunorreativas a TH no CED (seta). Escala 50 ym.
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Figura 44 - Densidade o6tica da imunomarcacdo para TH no corpo estriado

direito (CED) de ratos com lesao estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam a analise semi-quantitativa da densidade o6tica no CED
imunomarcado para TH. Foram utilizados 4 animais por grupo. Os valores estédo
representados como media + EPM. As letras acima das barras indicam diferenca
significante: a vs. FO, p<0,0001; b vs. 6-OHDA, p<0,0001. ANOVA de uma via seguida do
teste post-hoc de Tukey.
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5.10.2 Efeito do (-)-linalol sobre a imunorreatividade para o Transportador de
Dopamina (DAT) no corpo estriado direito (CED) de ratos com lesdo estriatal
unilateral por 6-OHDA

As figuras 45 e 46 mostram que a 6-OHDA provocou uma reducdo média de
31,6% na imunorreatividade para DAT nos neurbnios dopaminérgicos no CED do
grupo 6-OHDA néo tratado em relacdo ao grupo FO. O tratamento com (-)-linalol na
dose de 50 mg/kg (v.0.), promoveu um aumento médio de 30% na imunorreatividade
para DAT em relagdo ao grupo hemiparkinsoniano (6-OHDA) [F(2,35)=11,74;
p<0,0001], prevenindo a degeneracdo dos neurdnios expostos a toxicidade da 6-
OHDA, ver Figuras 45 e 46.

Figura 45 - Fotomicrografias representativas do efeito do (-)-linalol sobre a
imunomarcacdo para DAT no corpo estriado direito (CED) de ratos com leséo

estriatal unilateral por 6-OHDA

6-OHDA 6-OHDA + LIN50

Fotomicrografias da imunomarcacgéo para DAT em sec¢des coronais do CED de ratos com
lesdo unilateral por 6-OHDA e tratados por 15 dias com (-)-linalol. Coloragdo marron

representa células imunorreativas a DAT no CED (seta). Escala 50 ym.
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Figura 46 - Densidade 6tica da imunomarcacédo para DAT no corpo estriado

direito (CED) de ratos com lesao estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam a analise semi-quantitativa da densidade 6tica no CED
imunomarcado para DAT. Foram utilizados 4 animais por grupo. Os valores estdo
representados como média + EPM. As letras acima das barras indicam diferenca
significante: a vs. FO, p<0,001; b vs. 6-OHDA, p<0,001. ANOVA de uma via seguida do

teste post-hoc de Tukey.
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5.11 Anédlise imunohistoquimica para TNF-a e COX-2

5.11.1 Efeito do (-)-linalol sobre os niveis de TNF-a no corpo estriado direito

(CED) de ratos com leséo estriatal unilateral por 6-OHDA

Os nossos resultados mostraram que a imunomarcacao para TNF-a no CED
foi mais intensa nos animais do grupo 6-OHDA néo tratado em comparacao ao
grupo FO, enquanto os animais tratados com (-)-linalol na dose de 50 mg/kg v.o.,
apresentaram menor imunomarcacdo em relagdo aos animais hemiparkinsonianos
[F(2,12)=19,15; p<0,0002], revertendo o aumento dessa citocina, alcangando

numeros semelhantes ao grupo FO (Figuras 47 e 48).

Figura 47 - Fotomicrografias representativas do efeito do (-)-linalol sobre a
imunomarcacdo para TNF-a no corpo estriado direito (CED) de ratos com les&o

estriatal unilateral por 6-OHDA

FO 6-OHDA 6-OHDA + LIN50

Fotomicrografias da imunomarcacéo para TNF-a em secg¢fes coronais do CED de ratos com

les&o unilateral por 6-OHDA e tratados por 15 dias com (-)-linalol. Escala 100 ym.
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Figura 48 - Densidade oOtica da imunomarcacéo para TNF-a no corpo estriado

direito (CED) de ratos com lesao estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam a analise semi-quantitativa da densidade o6tica no CED
imunomarcado para TNF-a. Foram utilizados 3 animais por grupo. Os valores estdo
representados como media + EPM. As letras acima das barras indicam diferenca
significante: a vs. FO, p<0,001; b vs. 6-OHDA, p<0,001. ANOVA de uma via seguida do
teste post-hoc de Tukey.
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5.11.2 Efeito do (-)-linalol sobre os niveis de COX-2 no corpo estriado direito

(CED) de ratos com lesao estriatal unilateral por 6-OHDA

Os nossos resultados mostraram que a imunomarcacgao para COX-2 no CED
foi mais intensa nos animais do grupo 6-OHDA néo tratado em comparacdo ao
grupo FO, enquanto os animais tratados com (-)-linalol na dose de 50 mg/kg v.o.,
apresentaram menor imunomarcacdo em relacdo aos animais hemiparkinsonianos
[F(2,11)=24,77; p<0,0001], ver Figuras 49 e 50.

Figura 49 - Fotomicrografias representativas do efeito do (-)-linalol sobre a
imunomarcacao para COX-2 no corpo estriado direito (CED) de ratos com
lesé@o estriatal unilateral por 6-OHDA

FO 6-OHDA 6-OHDA + LIN50

Fotomicrografias da imunomarcagdo para COX-2 em seccdes coronais do CED de ratos

com les&o unilateral por 6-OHDA e tratados por 15 dias com (-)-linalol. Escala 100 ym.
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Figura 50 - Densidade 6tica da imunomarcacdo para COX-2 no corpo estriado

direito (CED) de ratos com lesao estriatal unilateral por 6-OHDA
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As barras representam a analise semi-quantitativa da densidade o6tica no CED
imunomarcado para COX-2. Foram utilizados 3 animais por grupo. Os valores estdo
representados como média + EPM. As letras acima das barras indicam diferenca
significante: a vs. FO, p<0,001; b vs. 6-OHDA, p<0,001. ANOVA de uma via seguida do
teste post-hoc de Tukey.
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6 DISCUSSAO

A DP é uma doenca neurodegenerativa complexa que inclui sintomas
cognitivos, psiquiatricos e motores, com fatores etiol6gicos ainda né&o
completamente elucidados, e, atualmente, com tratamentos baseados em cuidados
sintomaticos e medicamentos paliativos. Essas observacbes reforcam a
necessidade de estudos de terapias de neuroprotecdo que produzam beneficios
duradouros, e que ajam diretamente na etiologia da doenga, minimizando a morte
neuronal e a expressiva reducdo de DA estriatal.

Com o objetivo de investigar um novo agente neuroprotetor capaz de prevenir
a neurodegeneracao na DP, o presente trabalho estudou o efeito neuroprotetor do (-
)-linalol em um modelo experimental de DP induzido pela injecdo estereotaxica da
neurotoxina 6-OHDA, em ratos.

Classicamente, o modelo de “hemiparkinsonismo” produzido pela leséo
unilateral da neurotoxina 6-OHDA € um modelo robusto, reprodutivel, que leva a
uma assimetria motora evidenciada apdés a administracdo de agonistas
dopaminérgicos, como a apomorfina, resultando em um comportamento rotacional
contralateral a lesdo (UNGERSTEDT; ARBUTHNOTT, 1970). O teste rotacional
induzido por apomorfina continua sendo a referéncia inicial para determinagdo da
magnitude da perda de neurbnios dopaminérgicos. No presente estudo, 0s animais
do grupo 6-OHDA nao tratado apresentaram aumento das rotacdes contralaterais a
lesdo, quando desafiados com apomorfina, validando o experimento. Corroborando
nosso resultado, diversos estudos na literatura (CARMO et al., 2014; LIMA et al.,
2017; COSTA et al., 2017) ja demonstram que lesGes extensas promovidas pela 6-
OHDA acarretam este tipo de comportamento durante a realizacdo do teste. Este
comportamento rotatério ocorre porque receptores pdés-sinapticos dopaminérgicos
estdo hipersensibilizados no CE lesionado, apresentando uma up-regulation dos
receptores D1 (BETARBET et al., 2002; DA CUNHA et al., 2008). Esse fenbmeno
ocorre somente apos lesbes maiores que 80% dos neurbnios dopaminérgicos
(UNGERSTEDT; ARBUTHNOTT, 1970; DEUMENS et al., 2002).

O tratamento com (-)-linalol foi capaz de prevenir contra o aumento das
rotacbes contralaterais nos animais hemiparkinsonianos tratados nas trés doses

testadas, o que indica um possivel efeito neuroprotetor da substancia, mediado pela
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preservacdo dos niveis de DA no CE lesionado, comprovado pelos resultados dos
niveis estriatais apresentados no HPLC.

A lesao estriatal por 6-OHDA pode causar alteracdes na atividade locomotora
do animal, refletindo na sua atividade exploratoria. E isto foi constatado no presente
estudo no teste do campo aberto, onde os animais do grupo 6-OHDA n&o-tratado
tiveram déficit na atividade locomotora horizontal (avaliada pelo numero de
crossings), bem como na exploracédo vertical (avaliada pelo nimero de rearings).
Corroborando nossos dados, estudos prévios jA mostraram que ratos lesionados por
6-OHDA apresentam déficits motores como consequéncia da deplecao
dopaminérgica, de maneira similar a hipocinesia que ocorre em humanos (BROWN
et al.,, 2011; COSTA et al.,, 2017). De forma interessante, esses efeitos foram
prevenidos nos animais hemiparkinsonianos tratados com (-)-linalol nas trés doses
estudadas.

As manifestacdbes motoras da DP sdo atribuiveis a degeneracdo dos
neurbnios dopaminérgicos na SNpc, resultando em esgotamento DA e
desorganizacdo de algumas vias nigrais, como a via nigroestriatal, por exemplo
(AGUIAR et al., 2006; WINNER et al., 2009; LIMA et al., 2017; COSTA et al., 2017).
A prevencdo do comprometimento motor nesse modelo pelo (-)-linalol, sugere uma
acdo neuroprotetora da substancia. Nossa hipotese é reforcada por alguns estudos
gue mostraram que o (-)-linalol, apesar de uma acéo sedativa dose dependente, ndo
compromete a atividade locomotora dos animais (BUCHBAUER et al., 1993;
GUZMAN-GUTIERREZ et al., 2012; DOS SANTOS et al., 2018).

Além dos déficits na atividade locomotora, a 6-OHDA é responsavel por
promover um déficit crénico na funcdo sensorio-motora, somatossensorial e na
utilizacdo do membro contralateral, gerando uma assimetria na utilizacdo das patas
dianteiras no teste do cilindro, o que implica em maior utilizacdo do membro
ipsilateral a lesdao (SCHALLERT et al., 2000). Nesse estudo, observamos que 0s
animais hemiparkinsonianos nao-tratados utilizaram mais frequentemente a pata
dianteira ipsilateral a lesdo, indicando comprometimento na atividade motora fina. A
utilizagdo maxima e exclusiva do membro ipsilateral a lesdo, também & um indicativo
de deplecé&o dos niveis de DA na via nigroestriatal (SCHALLERT et al., 2000).

O (-)-linalol foi capaz de promover uma melhora da fungdo motora fina, uma
vez que, 0s animais hemiparkinsonianos tratados com esse monoterpeno nas trés

doses estudas, tocaram mais vezes a parede do cilindro com a pata contralateral a
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lesdo. Na clinica, pacientes com DP também demonstram um importante
comprometimento na atividade motora fina, quando avaliados a funcdo das
extremidades, através da avaliacdo das atividades da vida diaria (AVD), da
coordenacéao fina dos movimentos da méo e da marcha (RAH et al., 2009).

A protecdo da funcdo motora fina pelo (-)-linalol, sugere uma acé&o
neuroprotetora da substancia, ja, que da mesma forma que o teste rotacional por
apomorfina, o teste do cilindro também é utilizado para previsdo da perda de DA
estriatal em modelos animais unilaterais da DP (HENDERSON et al., 2003; IANCU
et al.,, 2005). Assim, acreditamos que o0 uso da pata contralateral a lesdo € um
indicativo de menos neurodegeneracdo, levando a liberacdo de mais DA na via
nigroestriatal (LUNDBLAD et al., 2004).

Apesar de tradicionalmente a DP ser reconhecida como uma doenga do
movimento, nas Ultimas décadas, varios estudos comprovam o envolvimento de
sintomas nao-motores caracteristicos (TOLOSA et al., 2007; TADAIESKY et al.,
2008; MEIRELES; MASSANO, 2012; KADASTIK-EERME et al., 2016; TAYLOR et
al., 2016; BUTALA et al., 2019; GUO et al., 2019), incluindo déficits cognitivos como
j& mencionado anteriormente. Mostramos que, no modelo do labirinto em Y, que
avalia a memoria operacional ou de trabalho e, portanto, a disfungdo do coértex pré-
frontal (CPF), ocorreu prejuizo nesse tipo de memodria nos animais
hemiparkinsonianos néo-tratados, em relacdo ao grupo FO. Em ratos, estruturas
cerebrais relacionadas aos processos de aprendizado e memoria, como o HC, o
CPF e o CE, séo inervadas por neurbnios dopaminérgicos (BAULAC et al., 1986;
SEAMANS et al., 1998). A disfuncdo dopaminérgica nestas areas esta relacionada
ao prejuizo seletivo das memorias espacial, operacional e de procedimento,
respectivamente (GASBARRI et al., 1996; DA CUNHA et al., 2003). O tratamento
com (-)-linalol nas trés doses estudadas preveniu o prejuizo na memoria
operacional, sugerindo uma acdo neuroprotetora do (-)-linalol para os neurbénios
dopaminérgicos para o CPF, garantindo melhor desempenho dos animais.

Ainda em relacdo aos déficits cognitivos, utilizamos a tarefa de
reconhecimento de objetos (TRO) para avaliar memoaria de curta e longa duracao.
Os animais hemiparkinsonianos ndo-tratados tiveram prejuizos na aquisicdo da
memoria de curta duracdo. A TRO € um teste comportamental utilizado para acessar
memoaria declarativa em roedores, que se baseia na tendéncia natural do animal em

explorar mais o objeto novo em detrimento ao familiar, num contexto conhecido
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(IZQUIERDO et al., 1998). O tratamento com (-)-linalol nas doses de 25 e 50 mg/kg
conseguiu prevenir o prejuizo na aquisicdo da memoria de curta duracao.

Quanto a memoria de longa duracédo, os animais ndo conseguiram discriminar
entre o objeto novo e o familiar, apés as 24 h. Estudo desenvolvido por Coelho et al.
(2011), com o modelo de TRO, utilizando animais tratados com (-)-linalol nas doses
de 50 e 100 mg/kg, encontraram resultados semelhantes aos nossos. Assim, NOSSO
resultado é corroborado por esse estudo, que sugere que o (-)-linalol prejudica a
aquisicdo de memoria de longa duracédo sem interferir na memaria de curta duracao.

Estudos j& demonstraram que o (-)-linalol modula a ativacdo do glutamato in
vitro e in vivo por antagonismo aos receptores ionotropicos do tipo NMDA (SILVA
BRUM et al., 2001a,b; ELISABETSKY; SILVA BRUM, 2003). O glutamato é um
neurotransmissor excitatério que promove mudancas na atividade sinaptica
associadas aos mecanismos responséaveis pela formacdo da memoria (RIEDEL et
al.,, 2003; CAMMAROTA et al.,, 2004). Assim, acreditamos que o (-)-linalol pode
prejudicar a aquisicdo de memdria em ratos, devido a sua acdo antagonista aos
receptores glutamatérgicos NMDA, uma vez que outros antagonistas do glutamato
também parecem afetar a memoéria (WINTERS; BUSSEY, 2005; LIMA et al., 2005;
BARKER et al., 2006).

A depressdo €é o0 transtorno neuropsiquiatrico mais comum na DP
(GAENSLEN et al., 2011), variando entre 30% a 40% nos casos de DP (AARSLAND
et al., 2011; CHEN; MARSH, 2013). Para avaliar a atividade do (-)-linalol, realizamos
o teste do nado for¢cado, que permite avaliar o comportamento tipo-depressivo em
animais, bem como o efeito de drogas antidepressivas. Os animais
hemiparkinsonianos néo-tratados apresentaram um comportamento tipo-depressivo.
Estudos prévios ja demonstram que a 6-OHDA ¢é capaz de induzir esse
comportamento em roedores (NEVES et al., 2015; HSUEH et al., 2018; LIMA et al.,
2018). O tratamento com (-)-linalol nas trés doses estudadas conseguiu prevenir o
comportamento tipo-depressivo, através da reducdo do tempo de imobilidade. Esta
diminuicao € indicativa de efeito antidepressivo da droga.

Corroborando nossos resultados, o estudo de Cioanca et al. (2014) mostrou
gue o dleo de coentro (Coriandrum sativum L.), com cerca de 70% de (-)-linalol, foi
capaz de reverter a imobilidade no teste do nado forcado induzida pelo peptideo 3-

amiloide, no modelo de Doenca de Alzheimer em ratos.
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Guzméan-Gutiérrez et al. (2012; 2015), também avaliaram a acéo
antidepressiva do (-)-linalol (100 e 300 mg/kg) no teste do nado forcado, e
verificaram que o tempo de imobilidade dos animais foi semelhante ao do controle
positivo (imipramina 30 mg/kg). Esses mesmos autores avaliaram o mecanismo de
acdo antidepressivo do (-)-linalol através do uso de drogas antagonistas dos
receptores serotoninérgicos, dopaminérgicos e noradrenérgicos. Verificou-se que o
efeito antidepressivo do (-)-linalol ocorre através de sua interacdo com a via
serotoninérgica através dos receptores poés-sinapticos 5-HT1A e o sistema
adrenérgico através dos receptores a2. O efeito antidepressivo do (-)-linalol também
foi relatado em um teste de suspensao da cauda, em que 0s animais que receberam
(-)-linalol (100 e 200 mg/kg) tiveram uma reducao no tempo de imobilidade quando
comparados ao grupo controle (COELHO et al., 2013).

De fato, h& evidéncias fisiopatoldgicas de alteracbes serotonérgicas na
depressdo associada a DP (SCHRAG, 2004), de forma que uma “hipotese
serotonérgica” foi proposta para explicar a depressdo na DP (MAYEUX, 1990). As
alteracOes nos sistemas dopaminérgico, noradrenérgico e serotoninérgico estriatais
sugerem, deste modo, que um ou mais desses sistemas de neurotransmissores
desempenha um importante papel no comportamento tipo-depressivo neste modelo
de DP, fornecendo suporte a teoria de que esses neurotransmissores estejam
envolvidos na depressdo associada a DP (SCHRAG, 2004). Lee et al. (2015)
demonstraram que a destruicdo do sistema dopaminérgico causa a reducdo da
concentracdo de serotonina (5-HT), resultando na expressdo do comportamento
tipo-depressivo.

O comprometimento olfatério € uma manifestacdo precoce da DP, os
pacientes relatam que ndo apresentam mais a capacidade de diferenciar os odores
(GEORGIOPOULOQS et al., 2017). No presente estudo, observamos que a 6-OHDA
provocou prejuizo olfatério nos animais hemiparkinsonianos ndo tratados.
Corroborando nossos dados, o estudo de Prediger e colaboradores (2010), com
camundongos tratados com a neurotoxina MPTP intranasal, observou que a
deplecdo temporaria nos niveis de monoaminas nas terminacdes nervosas pode
provocar prejuizo olfatério. Os animais que receberam o tratamento com (-)-linalol
nas trés doses estudadas mantiveram a capacidade olfatéria, conseguindo distinguir

entre 0 objeto com cheiro de fémea e 0 objeto com cheiro neutro. Até onde se sabe,
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nao foi encontrada na literatura nenhuma referéncia com o (-)-linalol avaliando este
tipo de deficiéncia olfatoria.

Estudos prévios, em roedores, demonstraram um prejuizo na funcao olfatoria
em consequéncia de tratamentos que deprimem a neurotransmissdo dopaminérgica,
como MPTP (DLUZEN; KREUTZBERG, 1993) e reserpina (PREDIGER et al., 2004).
E sugerido que a DA é importante para os processos de aprendizado e memoria
olfatéria, uma vez que seus niveis cerebrais aumentam durante o aprendizado
olfatério (BRENNAN; KEVERNE, 1997). Essa hip6tese é sustentada por estudos
gue demonstraram que a deplecdo de DA ou a administracdo de antagonistas
dopaminérgicos prejudicam a memodria olfatéria (DLUZEN; KREUTZBERG, 1993;
PREDIGER et al., 2004).

O presente estudo mostrou que a neurotoxicidade da 6-OHDA causou uma
diminuicdo significativa nas concentracdes de DA, DOPAC e HVA, quando
comparadas ao grupo FO. Em estudos anteriores do nosso grupo demonstramos
estas alteracdes nas concentracdes de monoaminas no corpo estriado direito (CED)
com 6-OHDA (NEVES et al.,, 2015; COSTA et al.,, 2017; LIMA et al., 2018). Os
nossos resultados também sdo corroborados por outros estudos (DEUMENS et al.,
2002; TEIXEIRA et al.,, 2013; CARMO et al, 2014; MARCON et al.,, 2019;
ANGELOPOULOU et al.,, 2020). O tratamento com (-)-linalol nas trés doses
estudadas protegeu os neurdnios contra o efeito neurotéxico da 6-OHDA, uma vez
gue foi observado o aumento nas concentragdes de DA e DOPAC, seu principal
metabdlito cerebral, ndo apresentando diferenca nos niveis de HVA. Além disso, ndo
observamos resposta dose dependente, o que nos faz acreditar que o (-)-linalol ja
produz seu efeito maximo na dose de 25 mg/kg.

Esse efeito sugere uma acéo neuroprotetora do (-)-linalol e seu potencial para
o tratamento de doencas neurodegenerativas como a DP. O presente estudo é o
primeiro que estudou o tratamento com (-)-linalol no modelo experimental de DP,
produzindo aumento do contetdo cerebral de DA, que diminui significativamente na
SNpc de pacientes com a doenca.

Além de proteger contra a deple¢cdo nos niveis estriatais de DA e de DOPAC
(seu principal metabdlito) nos animais hemiparkinsonianos, o (-)-linalol impediu o
aumento das concentragdes estriatais de glutamato nas 3 doses estudadas. Sabe-se
gue o glutamato exerce um importante papel na fisiopatologia da DP. Com a

deplecdo dopaminérgica nigroestriatal, as projecfes glutamatérgicas do nucleo
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subtalamico (NST) para o0s demais nucleos da base tornam-se hiperativas,
ocorrendo alteracbes regulatorias nos receptores de glutamato, nestas regides.
Existem, também, evidéncias de atividade glutamatérgica aumentada no CE, em
modelos animais, e o0 blogueio de receptores glutamatérgicos atenua as
manifestacdes motoras da DP (BLANDINI et al., 1996).

Atualmente, acredita-se que a degeneracao dos neurdnios dopaminérgicos na
SNpc na DP, se deva a uma complexa interacdo de fatores, incluindo a
excitotoxicidade glutamatérgica, mediada principalmente pela ativacdo excessiva
dos receptores ionotrépicos de glutamato, particularmente o subtipo NMDA
(VERNON et al., 2005). Esse desequilibrio na excitacdo glutamatérgica na DP pode
acelerar os processos excitotoxicos, representando entdo um alvo potencial para
terapias neuroprotetoras (AMALRIC et al., 2013).

Estudos j& demonstraram que o (-)-linalol modula a ativacdo do glutamato in
vitro e in vivo por antagonismo aos receptores ionotropicos do tipo NMDA (SILVA
BRUM et al.,, 2001a,b; ELISABETSKY; SILVA BRUM, 2003). Assim, acreditamos
gue o (-)-linalol pode reduzir a sinalizacdo glutamatérgica excessiva, devido a sua
acdo antagonista aos receptores glutamatérgicos NMDA, dessa forma minimizando
os efeitos deletérios da excitotoxicidade glutamatérgica nos neurbnios
dopaminérgicos na SNpc (VERNON et al., 2005).

O presente estudo mostrou que a injecdo estriatal unilateral de 6-OHDA
causou uma diminuicdo significativa na concentracéo de taurina, quando comparada
ao grupo FO. Estudo recente mostrou que os niveis de taurina no plasma de
pacientes com DP estdo diminuidos e estdo associados a comprometimentos
motores mais severos (ZHANG et al.,, 2016a), revelando um papel benéfico da
taurina na DP. O (-)-linalol impediu a reducdo das concentracbes de taurina nos
animais tratados nas 3 doses estudadas, mantendo valores proximos aos do grupo
FO.

A taurina, um dos principais B-aminodacido intracelular livre nos tecidos de
mamiferos, esta associado a varias funcdes fisioloégicas, como processos
antioxidantes e anti-inflamatérios (MENZIE et al., 2014; MARCINKIEWICZ,
KONTNY, 2014). Che e colaboradores (2018), mostraram que camundongos
tratados com paraquat e maneb apresentaram neurodegeneracdo dopaminérgica
progressiva e déficits motores, que foram significativamente melhorados pela

taurina. A taurina também atenuou a agregacao de a-sinucleina nos animais, e
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suprimiu a ativagcdo microglial induzida pelo paraquat e maneb. Além disso,
demonstrou-se que a taurina é capaz de inibir a ativagcdo da enzima fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADPH) oxidase (NOX2), interferindo na
translocacdo da membrana da subunidade citosdlica, via p47°Phox e fator de
transcricdo nuclear kappa B (NF-kB), dois fatores-chave para o inicio e manutencéo
da resposta inflamatoéria microglial (CHE et al., 2018).

Quanto aos aminoacidos inibitoérios, o presente estudo mostrou que a
toxicidade da 6-OHDA aumentou significativamente a concentracdo estriatal de
GABA nos animais hemiparkinsonianos. O tratamento com (-)-linalol impediu o
aumento dos niveis de GABA nos animais tratados nas 3 doses estudadas.
Corroborando nossos resultados, o estudo de Yao et al. (2014), usando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para medir o conteddo de GABA no
cortex de ratos com DP, mostrou que a concentracdo de GABA no cortex lesionado
com 6-OHDA era maior do que no lado controle (n&o lesionado) e no grupo controle.
Esse achado é consistente com o0s resultados de autopsias que mostram
concentracbes aumentadas de GABA no estriado de pacientes com DP (OZ et al.,
2010).

Da mesma forma, estudo recente desenvolvido por Huang e colaboradores
(2019), com modelo de DP em macacos primatas, que sao mais proximos aos
humanos em termos de estrutura e funcéo cerebral do que outras espécies, mostrou
através da técnica de HPLC, que a concentracdo de GABA no estriado lesionado
dos macacos tratados com MPTP era estaticamente maior do que no estriado
contralateral (ndo lesionado) e no grupo controle, confirmando que o aumento da
concentracdo de GABA no estriado lesionado era intimamente relacionado a
patogénese da DP.

Quanto a glicina, estudos clinicos acerca da utilizacdo de antagonistas de
receptores glutamatérgicos NMDA no tratamento da DP, tém resultados
desapontadores e pode estar associado a efeitos adversos graves. Assim, estudos
recentes mostram que a seletividade de acdo do antagonista no receptor NMDA é
pré-requisito para a sua eficacia. Logo, foi proposto que a estimulacdo
glutamatérgica de receptores NMDA deva ser realizada através de modulagéo
alostérica, via sitio modulatério da glicina. Esta hipétese fundamenta-se nos
seguintes resultados: 1) metanalise em pacientes esquizofrénicos, indicam que

agonistas nos sitios da glicina, incluindo a prépria glicina e a D-serina, aliviam
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sintomas parkinsonianos induzidos por antipsicoticos; 2) observacdes de estudos
clinicos, indicam que a hipofuncédo de receptores NMDA esta associada a distarbios
motores; 3) resultados preliminares com D-serina, em pacientes com DP; 4) dados
indicando a eficacia da glicina em um modelo de discinesia tardia, em ratos; e 5)
auséncia de dados indicativos de excitotoxicidade, apds uso cronico de elevadas
doses de glicina como suplemento nutricional (HERESCO-LEVY et al., 2013).

O presente estudo mostrou que a toxicidade da 6-OHDA diminuiu
significativamente a concentragdo estriatal de tirosina nos animais
hemiparkinsonianos. Apenas (-)-linalol na dose de 100 mg/kg v.o0., conseguiu impedir
a reducdo dos niveis de tirosina nos animais tratados. A tirosina € um aminoacido
nao essencial, o principal precursor da tirosina hidroxilase (TH), que é limitante na
sintese dos neurotransmissores DA e noradrenalina (NA) (GOLAN et al., 2014).
Modelos animais mostraram que niveis elevados de tirosina plasmatica impediram a
deplecdo de NA e aumentaram a pressao arterial em ratos hipotensos saturando a
enzima TH (CONLAY et al., 1981), que se encontra reduzida na DP (ZHU et al.,
2012a). Estudos prévios demonstraram que a administracdo oral de tirosina,
aumentou a sua concentracdo plasmética permitindo atravessar a barreira
hematoencefélica, elevando sua disponibilidade para a sintese de catecolaminas
(GROWDON et al., 1982). Dado isso, estudo recente mostrou que o tratamento oral
com tirosina na dose de 1.000 mg/dia (500 mg, 2 vezes ao dia) por 7 dias, é segura
e bem tolerada em individuos que recebem terapia com DA e outros medicamentos
antiparkinsonianos, aumentando a sua concentracao plasmatica nos pacientes com
DP (DIFRANCISCO-DONOGHUE et al., 2014).

Evidéncias crescentes sugerem que 0 estresse oxidativo desempenha um
papel importante na fisiopatologia da DP. Ja se sabe, que o proprio metabolismo da
DA pode contribuir para o estresse oxidativo, assim como a disfuncdo mitocondrial e
a ativacao das células gliais (HWANG, 2013; BLESA et al., 2015). Mostramos que a
injecao estriatal de 6-OHDA promoveu um aumento significativo das concentracdes
de MDA e dos niveis de nitrito no CED nos animais hemiparkinsonianos. Outro dado
importante, é que a lesdo oxidativa ndo ficou restrita apenas a esta area cerebral,
mas apresentou um efeito deletério no CPF e HC.

Em estudos anteriores do nosso grupo, demonstramos esta alteracdo no
estresse oxidativo no CED com 6-OHDA (COSTA et al., 2017; LIMA et al., 2018).
Nossos resultados também sdo corroborados por outros estudos (KHAN et al., 2010;
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AHMAD et al., 2012). O tratamento com (-)-linalol foi capaz de prevenir 0 aumento
das concentracfes de MDA e de nitrito nas trés areas estudadas (CPF, HC e CED).
J4, o tratamento com (-)-linalol foi capaz de prevenir a deplecdo dos niveis de GSH
pela toxicidade da 6-OHDA no HC, apenas na dose de 25 mg/kg, e no CED nas
doses de 50 e 100 mg/kg. Nao conseguindo prevenir o efeito deletério da 6-OHDA
no CPF.

Estudos prévios ja demonstraram que a 6-OHDA apresenta efeitos oxidativos
sobre varias areas cerebrais, tais como CPF, cerebelo e HC, sendo este ultimo o
primeiro a sofrer os efeitos deletérios da oxidagdo da 6-OHDA, mesmo antes do
surgimento do comprometimento motor decorrente da perda neuronal dopaminérgica
na via nigroestriatal (MATSUMOTO et al., 2011; ZHANG et al., 2011).

Celik e Ozkaya (2002) mostraram propriedades antioxidantes do (-)-linalol no
cérebro de cobaias apés a administragcédo de peroxido de hidrogénio (H202). Mehri e
colaboradores (2015), demonstraram a atividade neuroprotetora do (-)-linalol contra
a neurotoxicidade induzida pela acrilamida, um potente neurotoxico, através da
analise do estresse oxidativo (medi¢cdes de GSH e peroxidacao lipidica), no tecido
cerebral de ratos.

Outros (PARK et al., 2016) mostraram os efeitos neuroprotetores do (-)-linalol
na lesdo neuronal cortical induzida pela privagdo de oxigénio-glucose, que é um
modelo in vitro de acidente vascular cerebral isquémico. Esses autores concluem
gue o (-)-linalol tem efeitos neuroprotetores, o que pode ser devido as suas
atividades antioxidantes e anti-inflamatérias. Os efeitos neuroprotetores do (-)-linalol
também foram demonstrados para déficits neuropatoldgicos e cognitivos induzidos
por B-amildide, em modelos animais de doenca de Alzheimer em camundongos
(SABOGAL-GUAQUETA et al.,, 2016; PAN et al., 2017). Além disso, efeitos
neuroprotetores do nerolidol, um alcool sequiterpeno, foram observados em um
modelo experimental de DP induzido por rotenona (JAVED et al., 2016). Vale
ressaltar, que somos o primeiro estudo a mostrar os efeitos neuroprotetores do (-)-
linalol, em um modelo de doenca neurodegenerativa induzido pela 6-OHDA, uma
das principais neurotoxinas utilizadas em pesquisas com o modelo experimental de
DP. Sugerimos que o (-)-linalol diminui significativamente o estresse oxidativo em
ratos hemiparkinsonianos, devido os efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios

relacionados a acdo neuroprotetora da substancia.



141

Corroborando os nossos achados em relacdo a deplecdo dopaminérgica no
CE lesionado dos animais hemiparkinsonianos. A aplicacdo da 6-OHDA resultou em
uma reducéo de 46,4% e 31,6% na marcacao de imunohistoquimica para TH e DAT,
respectivamente, nos animais hemiparkinsonianos em comparagéo com o grupo FO.
O tratamento com (-)-linalol na dose de 50 mg/kg (v.0.), promoveu protecdo dos
neurdnios estriatais apds lesdo pela 6-OHDA, confirmada pelo aumento significativo
da imunomarcacéao para TH e DAT. Estes resultados estdo de acordo com estudos
gue utilizam o mesmo modelo e que apontam uma perda consideravel de neurdnios
dopaminérgicos observada através de imunohistoquimica para TH e DAT (ZHU et
al., 2012b; COSTA et al., 2017; GOES et al., 2018).

O (-)-linalol elevou os niveis de DA e de DOPAC, assim como aumentou a
imunomarcagdo para TH e DAT no estriado, mostrando maior integridade dos
neurdnios e, portanto uma atividade neuroprotetora, o que ainda foi endossado pelos
resultados do estresse oxidativo e de inflamacéo.

Pesquisas apontam que cérebros de pacientes com DP tém niveis
aumentados de COX-2 e TNF-q, e isso pode ser reproduzido também no modelo em
rato com a 6-OHDA (OKUNO et al., 2005; KOPPULA et al., 2012; FISCHER; MAIER,
2015). A COX-2 parece ser a principal responsavel pela sintese de PGE2 em
resposta a inflamacédo, e na DP ela esta envolvida diretamente na neuroinflamagéo
(TYSNES; STORSTEIN, 2017). J4, o TNF-a é altamente toxico para neurdnios
dopaminérgicos tanto in vitro (McGUIRE et al., 2001) como in vivo (CARVEY et al.,
2003). No presente estudo, comprovamos um aumento na imunomarcagao estriatal
para COX-2 e TNF-a nos animais do grupo 6-OHDA em comparacédo ao grupo FO.
O (-)-linalol (50 mg/kg, v.0.) protegeu do aumento dos niveis do mediador
inflamatério COX-2, além de suprimir os niveis da citocina pro-inflamatoria TNF-a.
Assim, acreditamos que os efeitos neuroprotetores sao devido a suas propriedades
anti-inflamatorias e antioxidantes.

A regulacdo da COX-2 e o seu metabolito PGE2 estdo implicados em véarias
doencas inflamatorias, inclusive as neurodegenerativas como a DP (TSAI et al.,
2017). Sabogal-Guaqueta et al. (2016), demonstraram o efeito anti-inflamatorio do (-
)-linalol em modelo animal de doenca Alzheimer em camundongos transgénicos
(3xTg-AD) e camundongos néo transgénicos, com diminuicdo dos niveis de COX-2
no cérebro dos animais. Park et al. (2016) mostraram o efeito anti-inflamatorio do (-)-

linalol na lesdo neuronal cortical induzida pela privacdo de oxigénio-glucose,
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restaurando as atividades diminuidas de SOD e catalase, que se correlacionaram
com a reducao dos niveis de EROs nas células neuronais. Além disso, os efeitos
anti-inflamatoérios do nerolidol, um alcool sequiterpeno, foram observados em um
modelo experimental de DP induzido por rotenona, através da inibicdo da liberacéo
de citocinas pro-inflamatoérias (IL-1B, IL-6 e TNF-a) e mediadores inflamatorios
(COX-2 e INOS) (JAVED et al., 2016).

O presente estudo é o primeiro a mostrar um efeito neuroprotetor do (-)-linalol,
em um modelo de doenca neurodegenerativa induzido pela 6-OHDA, uma das
principais neurotoxinas utilizadas em pesquisas com o modelo experimental de DP.
Sugerimos que o (-)-linalol diminui significativamente a neuroinflamacdo em ratos
hemiparkinsonianos, devido aos efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios

relacionados a acdo neuroprotetora da substancia.
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Figura 51 - Modelo esquemaético da acao farmacoldgica do (-)-linalol no modelo experimental de DP induzido por 6-OHDA
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No modelo esquematico pode-se observar que o (-)-linalol apresenta um efeito neuroprotetor contra a neurotoxicidade da 6-OHDA em ratos,
evidenciado por meio da reducéo de MDA, Nitrito, TNF-a, COX-2 e aumento de GSH. O (-)-linalol também aumentou a populagcdo neuronal no
corpo estriado, aumentando as concentracdes de DA e DOPAC, bem como, a imunomarcacédo para TH e DAT, e melhorou os sintomas
motores e ndo motores. Legenda- COX-2: Ciclooxigenase 2; DA: Dopamina; DAT: Transportador de dopamina; DOPAC: Acido 3,4-

diidroxifenilacético; GSH: Glutationa reduzida; MDA: Malondialdeido; TH: Tirosina hidroxilase; TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa.
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7 CONCLUSAO

O (-)-linalol, composto monoterpénico, encontrado em diversas espécies de

plantas da flora brasileira, demonstrou, através desse estudo, um efeito

neuroprotetor contra a neurotoxicidade induzida no modelo de hemiparkinsonismo

induzido por 6-OHDA em ratos por:

Reduzir o comportamento rotacional induzido pela apomorfina;
Antagonizar as alteragbes comportamentais e cognitivas;

Aumentar a populagdo de neurdnios dopaminérgicos, demonstrado pelo
aumento dos niveis de dopamina e DOPAC; bem como, da
imunomarcacao para a tirosina hidroxilase (TH) e o transportador de
dopamina (DAT), no corpo estriado direito (lesionado);

Proteger contra 0 aumento nos niveis estriatais dos aminoacidos
glutamato e GABA; bem como a diminuicdo nos niveis de taurina, glicina
(dose de 25 mg/kg) e tirosina (na dose de 100 mg/kg), no corpo estriado
direito;

Diminuir o estresse oxidativo, demonstrado pela reducdo da
lipoperoxidagdo e dos niveis de nitrito/nitrato, no coértex pré-frontal,
hipocampo e corpo estriado direito; bem como, aumentar as
concentracbes de GSH no hipocampo (dose de 25 mg/kg) e corpo
estriado direito (doses de 50 e 100 mg/kg);

Diminuir a neuroinflamacao por reduzir a imunomarcacao para COX-2 e

TNF-a, no corpo estriado direito.

Assim, os resultados indicam que o (-)-linalol devido aos seus efeitos anti-

inflamatoério e antioxidante, demonstra promissora acao neuroprotetora para o

tratamento da DP.
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ANEXO | — Aprovacdo da Comiss&o de Etica no Uso de Animais

Universidade Federal do Ceara
Comissio de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Teébfilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "EFEITOS DO (-)-LINALOL EM
RATOS COM PARKINSONISMO EXPERIMENTAL INDUZIDO POR 6-
HIDROXIDOPAMINA: UM ESTUDO COMPORTAMENTAL,
NEUROQUIMICO E IMUNOHISTOQUIMICO.”, protocolo n°64/2015, sob
responsabilidade do Prof. Dr. Glauce Socorro de Barros Viana, que envolve a
produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica - encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei 11.794, de n°8 de outubro de 2008, do Decreto 6899 de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA) e foi adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA), foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de

Animais (CEUA-UFC) da Universidade Federal do Ceara, em reunido em 26 de

margo de 2016.
Vigéncia do projeto 01/03/2016 a 28/02/2019
Espécie/Linhagem Ratos heterogénico Wistar

N° de Animais 80

Peso/Idade 250 -300g 3 meses

Sexo Machos
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