
 

 
 
 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 
FACUDADE DE MEDICINA (CAMPUS-SOBRAL) 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOTECNOLOGIA 
 
 
 
 
 
 

THALLES YURI LOIOLA VASCONCELOS 
 
 

 
EFEITO NEUROPROTETOR DA HESPERIDINA EM MODELO DE DOENÇA DE 

PARKINSON INDUZIDO POR INJEÇÃO INTRANIGRAL DE LPS EM RATOS 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SOBRAL 
2019 



 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dados Internacionais de Catalogação na Publicação 
Universidade Federal do Ceará 

Biblioteca Universitária 
Gerada automaticamente pelo módulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a) 

 
 

V451e Vasconcelos, Thalles Yuri Loiola. 
EFEITO NEUROPROTETOR DA HESPERIDINA EM MODELO DE DOENÇA DE 

PARKINSON INDUZIDO POR INJEÇÃO INTRANIGRAL DE LPS EM RATOS / Thalles Yuri 
Loiola Vasconcelos. – 2019. 

77 f. : il. color. 
 

Dissertação (mestrado) – Universidade Federal do Ceará, Campus de Sobral, Programa 
de Pós-Graduação em Biotecnologia, Sobral, 2019. 

Orientação: Prof. Dr. Lissiana Magna Vasconcelos Aguiar. 
 

1. Doença de Parkinson. 2. Lipopolissacarídeo. 3. Hesperidina. 4. Neuroproteção. I. Título. 
 

CDD 660.6 
 



 

THALLES YURI LOIOLA VASCONCELOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

EFEITO NEUROPROTETOR DA HESPERIDINA EM MODELO DE DOENÇA DE 
PARKINSON INDUZIDO POR INJEÇÃO INTRANIGRAL DE LPS EM RATOS 

 
 
Dissertação de Mestrado apresentada ao 

Programa de Pós-Graduação em 

Biotecnologia da Universidade Federal do 

Ceará – UFC/Campus Sobral, como 

requisito parcial para a obtenção do título 

de mestre em Biotecnologia. 

Área de Concentração: Macromoléculas 

 

Orientadora: Profa. Dra. Lissiana Magna 

Vasconcelos Aguiar 

 
 

 

 

 

SOBRAL 
2019 



 

THALLES YURI LOIOLA VASCONCELOS 
 

 
 

EFEITO NEUROPROTETOR DA HESPERIDINA EM MODELO DE DOENÇA DE 
PARKINSON INDUZIDO POR INJEÇÃO INTRANIGRAL DE LPS EM RATOS 

 
 
Dissertação de Mestrado apresentada ao 

Programa de Pós-Graduação em 

Biotecnologia da Universidade Federal do 

Ceará – UFC/Campus Sobral, como 

requisito parcial para a obtenção do título 

de mestre em Biotecnologia. 

Área de Concentração: Macromoléculas 

 

Aprovada em: 26/02/2019. 

 
BANCA EXAMINADORA 

 
Profa. Dra. Lissiana Magna Vasconcelos Aguiar 

Universidade Federal do Ceará/Campus Sobral (UFC) 
 

________________________________________________________ 
 
 

Prof. Dr. Rodrigo Maranguape Silva da Cunha 
Universidade Estadual Vale do Acaraú (UVA) 

 
________________________________________________________ 

 
 

Prof. Dr. Tiago Sousa de Melo 
Centro Universitário Instituto Superior de Teologia Aplicada (UNINTA) 

 
________________________________________________________ 

 
 

Dra. Cleane Gomes Moreira 
Universidade Federal do Ceará/Campus Sobral (UFC) 

 
________________________________________________________ 



 

  
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

À minha família, pelo amor e apoio 
incondicional, pela minha formação moral 
e afetiva e por tudo que representam em 
minha vida. Meus modelos. 



 

AGRADECIMENTOS 
 

Á Deus, que me protege, me guia e faz pequenos milagres diariamente para que 

tudo dê certo no fim. Que este trabalho possa ser parte de sua obra na busca de 

melhorar a vida dos que sofrem. 

 

Aos meus pais, Francisco e Luzimirtes, pelos ensinamentos tão valiosos, pelo 

apoio constante durante essa jornada e pela influência aos estudos desde criança. 

A minha irmã, Monike, pelo apoio e ajuda nesse período. Amo vocês, obrigado por 

tudo!  

 

À minha orientadora, Profa. Dra. Lissiana Magna Aguiar Vasconcelos, por 

ter me apresentado a neurociência e pela oportunidade de ingressar no 

Laboratório de Fisiologia e Neurofarmacologia. Obrigado por ajudar no 

desenvolvimento desse trabalho e de minha formação acadêmica, pela paciência 

nas orientações e pelas experiências e ensinamentos partilhados.  

 

Ao técnico do Laboratório de Fisiologia e Neurociência, Francisco José Gomes e a 

Dra. Cleane, por me ajudar em todos os momentos da realização dos experimentos, 

pelos nãos que nunca me foram dados, por todo o tempo e esforço dedicados na 

execução deste trabalho, vocês foram meus braços direito e esquerdo. Muito 

obrigado por tornarem a jornada deste grande desafio mais leve e divertida, pelas 

palavras de apoio, pelos risos e momentos de descontração. 

 

A todos que fazem parte da equipe do Laboratório de Fisiologia e Neurociência, em 

especial, meus amigos de laboratório e da vida, Cristiane, Euriana, Eva, Feliphy, 

Lucas Diogo, Nayara, Paulo, Valéria e aos alunos de Iniciação Científica, Ana 

Clara, Carol, Emanuela, Gustavo, Jhonyson, Mateus, Joaquim, Kaio, Thomas 

Dominik, Sara, Paulo Miguel, Gabriel Torquato, pela grande colaboração no 

desenvolvimento dessa pesquisa, por deixar suas horas de lazer e outras atividades 

de lado para que este trabalho se concretizasse. 

 

Aos meus colegas da turma de 2017 do PPGB, Erivan, Janaína, Jesús, Mariane e 

Pedro, pelo companheirismo ao longo desses dois anos. 



 

Aos meus amigos e sócios, Ítalo e Ermeson, que sempre torceram e torcem por 

mim, se entristecem comigo, vibram com cada vitória minha como se fosse sua. 

Obrigado por todo incentivo e paciência nesse período. 

 

Aos todos os meus amigos pela ajuda durante os momentos tristes, pelas alegrias 

nos momentos bons e pela colaboração durante os percalços da vida cotidiana.  

 

Aos professores, Dr. Rodrigo Maranguape e Dr. Tiago Sousa de Melo, por 

aceitarem participar da minha banca de defesa, contribuindo para a melhoria do meu 

trabalho. 

 

Aos professores do Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia (PPGB), em 

especial ao Prof. Dr. Igor Iuco, coordenador do PPGB, pela compressão e ajuda 

inestimável que muito contribuíram em minha formação acadêmica.  

 

À secretária da Pós-Graduação, Edilda, pela paciência com os alunos e dedicação 

ao trabalho. 
 

À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) pelo 

apoio financeiro com a manutenção da bolsa de mestrado (código 001) e pelo apoio 

financeiro na modalidade de taxa de bancada, ambos fundamentais para a execução 

desta pesquisa.  
 

Aos animais, que sem escolha, tiveram suas vidas sacrificadas em prol da pesquisa 

e do desenvolvimento científico. 

 

À todos que colaboraram e enriqueceram essa etapa da minha vida! Muito Obrigado! 

 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
“A imaginação é mais importante que o 
conhecimento. Conhecimento auxilia por 
fora, mas só o amor socorre por dentro. 
Conhecimento vem, mas a sabedoria 
tarda.” 
(Albert Einstein) 

 



 

RESUMO 
 
A doença de Parkinson (DP) é caracterizada pela destruição progressiva dos 
neurônios nigroestriatais dopaminérgicos. Embora a fisiopatologia da DP ainda não 
esteja bem estabelecida, existem alguns mecanismos implicados na sua progressão 
que incluem o estresse oxidativo, a neuroinflamação, a disfunção mitocondrial, 
agregação protéica, excitotoxicidade e apoptose. O tratamento atual está restrito ao 
alívio sintomático, pois até o momento não existem agentes capazes de impedir a 
degeneração neuronal. Portanto, é de suma importância a descoberta de novas 
substâncias que possam impedir a progressão da doença e reduzir os efeitos 
adversos das drogas convencionais. A hesperidina (HSP) é um flavonóide presente 
na maioria das frutas cítricas, que apresenta propriedades antioxidantes e anti-
inflamatórias. Dentro desse contexto, este estudo objetivou-se investigar os efeitos da 
hesperidina no modelo experimental de DP induzido por lipopolissacarídeo (LPS). 
Para isso, ratos lesionados com LPS (2 µg/ animal) unilateralmente no corpo estriado 
direito foram tratados com HSP (50, 100 e 200 mg/kg) durante 14 dias, com início um 
dia pós-cirurgia. No 15° dia pós cirurgia, os animais foram submetidos a ensaios 
comportamentais específicos (Teste do Campo aberto, Rotarod e Teste do Cilindro). 
Os resultados demonstram que o tratamento com hesperidina (100 mg/kg i.p) foi 
capaz de aumentar significativamente a quantidade de groomings em relação ao 
grupo LPS. Também foi possível observar um efeito neuroprotetor in vivo na 
recuperação dos danos motores, como aumento do tempo de latência e do tempo de 
permanência, parâmetros avaliados no teste do rotarod. Contudo, o tratamento com 
HSP não alterou o comportamento dos animais no teste do cilindro. O composto 
também foi capaz de prevenir as alterações neuroquímicas induzidas pela neurotoxina 
reduzindo os níveis de nitrito/nitrato no corpo estriado, córtex pré-frontal e hipocampo, 
além de reduzir os níveis de MDA no corpo estriado ipsilateral e no córtex pré-frontal. 
Estes achados demonstram um efeito antioxidante e neuroprotetor da hesperidina, 
que possivelmente atua na captura de radicais livres, atenuando injúrias neurotóxicas 
causadas por moléculas reativas, com importantes implicações para estudos futuros 
e sua aplicação para desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para a DP. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Palavras-chave: Doença de Parkinson, Lipopolissacarídeo, Hesperidina, 
Neuroproteção. 

 



 

ABSTRACT 
 
Parkinson's disease (PD) is characterized by the progressive destruction of 
dopaminergic nigrostestrial neurons. Although the pathophysiology of PD is still not 
well established, there are some mechanisms involved in its progression that include 
oxidative stress, neuroinflammation, mitochondrial dysfunction, protein aggregation, 
excitotoxicity and apoptosis. Current treatment is restricted to symptomatic relief, as 
there are no agents to prevent neuronal degeneration. Therefore, the discovery of new 
substances that could prevent the progression of the disease and reduce the adverse 
effects of conventional drugs is of paramount importance. Hesperidin (HSP) is a 
flavonoid present in most citrus fruits, which has antioxidant and anti-inflammatory 
properties. In this context, this study aimed to investigate the effects of hesperidin on 
the experimental model of PD induced by lipopolysaccharide (LPS). For this, LPS-
injured rats (2 μg / animal) unilaterally in the right striatum were treated with HSP (50, 
100 and 200 mg / kg) for 14 days, starting one day after surgery. On the 15th day after 
surgery, the animals were submitted to specific behavioral tests (Open Field Test, 
Rotarod and Cylinder Test). The results demonstrate that treatment with hesperidin 
(100 mg / kg i.p) was able to significantly increase the amount of groomings compared 
to the LPS group. It was also possible to observe a neuroprotective effect in vivo in the 
recovery of motor damage, such as increased latency time and residence time, 
parameters evaluated in the rotarod test. However, treatment with HSP did not alter 
the behavior of the animals in the cylinder test. The compound was also able to prevent 
neurotoxin-induced neurochemical changes by reducing nitrite/nitrate levels in the 
striatum, prefrontal cortex and hippocampus, and reduced levels of MDA in the 
ipsilateral striatum and prefrontal cortex. These findings demonstrate an antioxidant 
and neuroprotective effect of hesperidin, possibly acting on the capture of free radicals, 
attenuating neurotoxic injuries caused by reactive molecules, with important 
implications for future studies and its application for the development of new 
therapeutic strategies for PD. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 Epidemiologia da Doença de Parkinson 
 

A Doença de Parkinson (DP) foi descrita como uma síndrome neurológica em 

1817 pelo médico inglês James Parkinson, em sua obra intitulada Essay on the 

Shaking Palsy, na qual foi nomeada como Paralisia Agitante (GOETZ, 2011). No 

entanto, relatos médicos indianos datados de 600 anos a.C. descrevem uma síndrome 

com sintomas semelhantes a DP, sugerindo que a DP já existia muitos anos antes de 

sua descrição por James Parkinson (OVALLATH; DEEPA, 2013).  

Aproximadamente seis décadas depois da publicação da obra de James 

Parkinson, o neurologista francês Jean-Martin Charcot descreveu mais precisamente 

os sintomas da DP e sugeriu o termo Doença de Parkinson, rejeitando a designação 

inicial de paralisia agitante. Seus estudos contribuiram para diferenciar a DP de outras 

doenças também caracterizadas por tremor, especialmente da esclerose múltipla 

(DONALDSON, 2015; GOETZ, 2011).  

A DP é um dos distúrbios do movimento mais comuns do sistema nervoso. 

Estima-se que afete cerca de 1% da população acima de 65 anos de idade e em torno 

de 4-5% das pessoas acima de 85 anos. A DP é o segundo distúrbio 

neurodegenerativo mais comum, estando atrás apenas da Doença de Alzheimer 

(SUBRAMANIAN; CHESSELET, 2013; LEE; GILBERT, 2016).  

Dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) revelam que 1% da população 

acima dos 65 anos sofre com a Doença de Parkinson (ONU, 2016). No Brasil, segundo 

a Associação Parkinson Brasília, a estimativa é de que pelo menos 200 mil pessoas 

tenham a doença (BRASIL, 2014). Mais de 10 milhões de pessoas em todo o mundo 

vivem com a Doença de Parkinson (PARKINSON´S DISEASE FOUNDATION, 2016). 

A incidência de doenças crônicas, como a DP, deverá crescer substancialmente nas 

próximas décadas à medida que o tamanho da população idosa crescer. Estima-se 

que aproximadamente 630.000 pessoas nos Estados Unidos tenham sido 

diagnosticadas com DP em 2010, com uma prevalência provavelmente dobrando até 

2040 (KOWAL et al., 2013). 

De acordo com a OMS, a expectativa de vida mundial vem crescendo 

consideravelmente nos últimos anos. Dados recentes indicam que do ano 2000 até o 

ano de 2015 houve um aumento de 5 anos na expectativa de vida média da população 
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(ONU, 2016). No Brasil a situação é semelhante. O Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística (IBGE) afirma que no ano de 2015, a expectativa de vida do brasileiro foi 

de 75.5 anos, enquanto que, em 2011, era de 74.3 anos (IBGE, 2016).  

Portanto, fica clara a relação entre o envelhecimento e maior a taxa de 

desenvolvimento de doenças neurodegenerativas. Estima-se que o número de 

doentes irá dobrar nas duas próximas décadas, de modo que o conhecimento sobre 

as patologias, bem como sobre métodos de prevenção e tratamento, tornem-se cada 

vez mais necessários (SHARMA et al., 2013). 

 

1.2 Fisiopatologia da Doença de Parkinson 
 

A doença de Parkinson (DP) é uma das desordens neurodegenerativas 

relacionadas com a idade mais comuns, caracterizada pela morte seletiva dos 

neurônios dopaminérgicos localizados na substância nigra pars compacta no sistema 

nervoso central. Esses neurônios são produtores do neurotransmissor dopamina, e 

estão envolvidos na coordenação no sistema motor (STANDAERT; GALANTER, 

2014; MAZZETTI et al., 2015). 

A destruição dos neurônios dopaminérgicos está diretamente implicada nos 

principais sinais e sintomas da doença: disfunção motora, incluindo a lentidão dos 

movimentos, tremor de repouso, rigidez, distúrbios da marcha e instabilidade postural. 

A extensão da perda é profunda, com destruição de pelo menos 70% dos neurônios 

quando aparecem pela primeira vez os sintomas e com frequência, observa-se uma 

perda de cerca 95% dos neurônios em estudos post mortem de pacientes com DP 

(STANDAERT; GALANTER, 2014; WU; HALLETT; CHAN, 2015). 

Inicialmente a DP costuma afetar principalmente um lado do corpo antes de se 

propagar e envolver o outro lado. Trata-se de uma doença neurodegenerativa 

progressiva que pode levar à deficiência com imobilidade severa. Embora os sintomas 

motores da DP dominem o quadro clínico, e até mesmo definam a síndrome 

parkinsoniana, muitos pacientes com DP têm outras queixas que são classificados 

como não-motoras. Estes sintomas não-motores incluem fadiga, depressão, 

ansiedade, distúrbios do sono, prisão de ventre, bexiga e outros distúrbios 

autonômicos (sexual, gastrointestinais), queixas sensoriais, diminuição da motivação 

e apatia, lentidão no pensamento, e um declínio cognitivo que pode evoluir para 

demência (OU et al., 2016). 
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Apesar de décadas de estudo intensivo, a etiologia do mal de Parkinson, 

permanece desconhecida. Vários mecanismos podem estar envolvidos na morte dos 

neurônios dopaminérgicos, que incluem extresse oxidativo, disfunção mitocondrial 

com formação de radicais livres, processos inflamatórios, excitotoxicidade, produção 

alterada de fatores neurotróficos, ação tóxica do óxido nítrico, além de fatores 

hereditários e ambientais (SULZER; SURMEIER, 2013). Estes múltiplos fatores 

interagem mutuamente e induzem um ciclo vicioso de toxicidade que faz com que 

ocorra alteração na plasticidade sináptica, causando alterações morfológicas que 

culminam com morte celular (CALABRESI et al., 2015). 

Os neurônios dopaminérgicos da substância negra pars compacta são 

responsáveis pela produção do neurotransmissor dopamina (DA). A dopamina é um 

neurotransmissor chave no movimento e na aprendizagem motora, emoção e 

recompensa, memória e cognição. A DA regula a atividade dos gânglios basais, e a 

perda de DA pela morte dos neurônios dopaminérgicos leva à disfunção dos gânglios 

basais e aos consequentes déficits motores da doença de Parkinson (RICE; PATEL, 

2015). 

O tratamento atual para esta doença está restrito ao alívio sintomático porque, 

até o presente momento, não existem agentes capazes de inibir a degeneração 

neuronal. Esses tratamentos levam a uma melhora inicial dramática enquanto a 

doença progride, e com o passar do tempo sua eficácia diminui bastante. Outra 

limitação desses medicamentos consiste nos seus efeitos colaterais, como o 

desenvolvimento das discinesias que acabam por impossibilitar a continuação do 

tratamento (SULZER; SURMEIER, 2013). 

O desenvolvimento de novos tratamentos que melhorem a sintomatologia da 

Doença de Parkinson com menos efeitos colaterais é importante em curto prazo, mas 

o tratamento ideal seria aquele o qual se pudesse aliar a essa terapêutica 

convencional drogas que impedissem a progressão da doença. Essas estratégias 

neuroprotetoras estão sendo propostas à medida que o entendimento dos 

mecanismos moleculares envolvidos na patogênese da Doença de Parkinson estão 

sendo elucidados. As estratégias que podem ser consideradas para neuroproteção 

podem incluir alvos farmacológicos como receptores de fatores neurotróficos, redução 

de fatores pró-inflamatórios, proteínas apoptóticas, fatores de transcrição, radicais 

livres, toxinas mitocondriais e desregulação proteossomal (SCHAPIRA et al., 2014).  
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1.3 Envolvimento do estresse oxidativo e estresse nitrosativo na 
neurodegeneração  
 

Substâncias tóxicas são geradas durante o transporte de elétrons, reações 

enzimáticas, de auto-oxidação, ou ainda, pelo grupo heme de proteínas. Algumas 

dessas substâncias incluem as chamadas espécies reativas de oxigênio (EROs), 

como o oxigênio livre (O2), o ânion superóxido (O2-), os radicais hidroxil, os radicais 

peroxil, o peróxido de hidrogênio; e as espécies reativas do nitrogênio (ERNs), como 

o óxido nítrico e o peroxinitrito. Essas substâncias são capazes de reagir rapidamente 

com vários compostos ou atingir alvos celulares, como lipídeos, proteínas e DNA, 

causando danos às células, inclusive morte celular (GUPTA et al., 2014). 

O óxido nítrico (NO) é uma importante molécula inorgânica que está envolvida 

em diversas funções fisiológicas e patológicas. O óxido nitrico é sintetizado a partir de 

um aminoácido L-arginina semi-essencial em uma reação catalisada pela enzima 

óxido nítrico sintase (NOS), que está presente em três formas principais: a NOS neural 

(NOSn), a NOS endotelial, e a indutiva (iNOS) geralmente envolvida em processos 

patológicos, como na inflamação. Alterações na homeostasia do NO estão presentes 

em muitas doenças agudas e crônicas, que incluem distúrbios do sistema nervoso 

central, doenças inflamatórias, deficiências reprodutivas, câncer e anomalias 

cardiovasculares. Devido à natureza muito instável, o NO é convertido em nitrito, 

peroxinitrito e outras espécies reativas de nitrogênio que podem levar ao estresse 

nitrosativo no sistema nigroestriatal na DP (COBB; COLE, 2015). 

Sabe-se que o NO está envolvido na degeneração dos neurônios 

dopaminérgicos da via nigroestriatal, embora ainda não tenha sido esclarecida a exata 

contribuição dos mecanismos dependentes de NO nesse processo. Inicialmente foram 

observadas alterações na liberação de NO dos neutrófilos obtidos de pacientes com 

doença de Parkinson e aumento na expressão de iNOS foram verificadas em modelos 

experimentais de doença de Parkisnon induzida por LPS e 6-OHDA. Superexpressão 

de NOSn e formação de peroxinitrito (ONOO-) em pacientes com DP também tem sido 

relatados, enfatizando um importante papel do NO na fisiopatologia da DP (SINGH; 

DIKSHIT, 2007; COBB; COLE, 2015). 

A manutenção da homeostase redox é essencial para a sobrevivência das 

células nervosas, pois apresentam uma alta requisição do metabolismo energético 

para manter os gradientes eletroquímicos, a liberação dos neurotransmissores e a 
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estabilidade da membrana lipídica e isso faz com que elas sejam mais suscetíveis ao 

estresse oxidativo/nitrosativo. Além disso, os níveis de antioxidantes no cérebro são 

limitados quando comparado a outros orgãos e devido à alta demanda, são menos 

capazes de compensar a geração das EROSs e ERNs, contribuindo para o estresse 

oxidativo/nitrosativo (BARBOSA et al., 2008; MAZZETTI et al., 2015). 

O desequilíbrio entre espécies oxidantes e antioxidantes pode afetar o 

aparecimento e/ou o curso de um grande número de doenças comuns como 

aterosclerose, diabetes mellitus, insuficiência renal crônica, artrite reumatoide e 

doenças neurodegenerativas, incluindo a DP. Essa doença é considerada uma 

patologia multifatorial e uma série de eventos pode ocorrer simultaneamente após a 

ação dos EROSs/ERNs incluindo disfunção mitocondrial, a acúmulo de mutações no 

DNA, diminuição do reparo do DNA, alteração da glutationa reduzida (GSH) e do 

metabolismo da glutationa. A GSH e os sistemas antioxidantes à base de GSH são 

importantes reguladores de neurodegeneração associada à DP (ADEHIHETTY; 

BEAL, 2008; SILVA et al., 2013). 

A lesão anatômica mais característica da DP é a perda de neurônios 

dopaminérgicos localizados na parte compacta da substância negra (SNpc), como é 

possível visualizar na Figura 1. Esta região é particularmente sensível a EROs/ERNs, 

provavelmente por causa da presença da dopamina endógena, ferro e neuromelanina 

que estão envolvidos na geração de radicais livres. Além disso, é evidente que, nesta 

área o sistema de defesa antioxidante e desintoxicante é fraco devido aos baixos 

níveis de GSH (MAZZETTI et al., 2015). 
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Figura 1. Representação da morte neuronal da DP. A) Representação esquemática 
da via nigroestriatal normal. B) Representação esquemática da via nigroestriatal de 
um paciente com DP.  
 

 
Fonte: DAEUR; PRZEDBORSKI, 2003. 

 

1.4 Envolvimento da inflamação na Neurodegeneração  
 

A neuroinflamação é um componente-chave na indução e progressão de 

processos degenerativos no SNC. Estudos demonstram que a neuroinflamação é um 

importante mecanismo fisiopatológico das doenças neurodegenerativas no SNC, 

principalmente através do aumento da expressão de genes relacionados à produção 

de mediadores inflamatórios e neurotóxicos, que contribuem para a cascata de 

eventos que levam a lesão e morte celular (FRANK-CANNON et al., 2009; TAYLOR 

et al., 2013). 

Durante a inflamação, ocorre a liberação de mediadores inflamatórios, como: a 

prostaglandina E2 (PGE2) e citocinas, como a interleucina 1 beta (IL1β) e o fator de 

necrose tumoral alfa (TNFα). A literatura descreve uma regulação positiva do gene da 

ciclo-oxigenase tipo 2, que possui papel importante na produção de PGE2, um 

importante mediador inflamatório, e atualmente associado ao desenvolvimento de 
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doenças neurodegenerativas como as doenças de Alzheimer, Huntington e Parkinson 

(BARTELS; LEENDERS, 2009).  

Diversos estudos têm confirmado a regulação de outros genes pró-inflamatórios 

responsáveis pela presença de citocinas comumente encontrados em processos 

inflamatórios, como IL1β e TNFα, ambos atuando como mediadores e quando em 

excesso, como fatores neurotóxicos associados com o início de processos de 

degeneração neural (VIVIANI et al., 2015).  

Durante a neuroinflamação, as citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1β e IFN-

γ) induzem ao aumento da expressão e da liberação de óxido nítrico sintase induzida 

(iNOS) em astrócitos e micróglias, resultando na elevação do óxido nítrico e seus 

derivados que em excesso induz a citotoxicidade e morte celular por apoptose 

(SHARMA et al., 2013). Além disso, a expressão da iNOS está sob controle 

transcricional do fator nuclear κB (NFκB), o qual é inibido por níveis fisiológicos de NO. 

A inibição da NOS constitutiva dependente de ácido araquidônico nas fases iniciais 

da resposta inflamatória leva à ativação do NFκB, e assim a expressão de iNOS. 

Algumas citocinas anti-inflamatórias, como a IL-10 pode modular a expressão de iNOS 

por meio da supressão da atividade do NFκB (SCHWENKGRUB et al., 2013). 

Portanto, a análise da correlação entre neuroinflamação e a via do óxido nítrico se 

torna uma ferramenta importante para o estudo dos mecanismos fisiopatológicos 

envolvidos nas doenças neurodegenerativas e para o desenvolvimento de novas 

estratégias farmacológicas (SHARMA et al., 2013). 

 
1.5 Modelo Experimental de Doença de Parkinson com lipopolissacarídeo (LPS) 

 

Ao longo dos últimos anos, vários modelos animais de DP têm sido 

desenvolvidos e têm contribuído extensivamente para a expansão do conhecimento 

da DP. O uso de drogas como 6-OHDA, rotenona, MPTP e recentemente a endotoxina 

encontrada na membrana externa de bactérias gram-negativas, o lipopolissacarídeo 

(LPS) tem se mostrado eficaz para modelar diferentes aspectos da DP em roedores 

(BLESA; PRZEDBORSKI, 2014; CASTAÑO et al., 2002; IRAVANI et al., 2005; 

SIMOLA; MORELLI; CARTA, 2007).  

O modelo de DP induzido por LPS pode fornecer uma importante ferramenta 

para identificar a precisa contribuição de vários fatores pro-inflamatórios e 

neurotóxicos na neurodegeneração dopaminérgica (SHARMA; NEHRU 2015). A 
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administração de LPS na substantia nigra pars compacta (SNpc) resulta em ativação 

microglial com consequente liberação de citocinas pró-inflamatórias, principalmente 

TNFa e IL-1β, e fatores neurotóxicos, como as espécies reativas do oxigênio e as 

espécies reativas do nitrogênio. Esse processo, como pode ser visualizado na Figura 

2, vai desencadear crescente processo inflamatório e estresse oxidativo nessa área 

cerebral, ocasionando o dano e/ou morte neuronal (TANAKA et al., 2006).  

 A geração do estresse oxidativo deflagrada pelo LPS está relacionada com a 

NADPH oxidase, uma enzima ligada à membrana celular cuja expressão está 

aumentada em pacientes com doença de Parkinson. O estresse oxidativo gerado é 

extremamente deletério para os neurônios, resultando em um ciclo de auto-

perpetuação de ativação microglial levando a neuroinflamação e geração de radicais 

livres e consequente neurotoxicidade, como é possível observar na Figura 3 (HU et 

al., 2010; CHUNG et al., 2012).  

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Mecanismos da neurotoxicidade seletiva aos neurônios dopaminérgicos. 
 

Fonte: Adaptado de SUNDARAM et al., 2012. 
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Figura 3. Representação esquemática do dano ao neurônio dopaminérgico através 
da administração de LPS. 

 

 
 

 

 

Moléculas como a MMP-3, a sinucleína e a neuromelanina, liberadas após o 

dano/morte de neurônios dopaminérgicos, formam ciclos viciosos auto-perpetuantes 

da degeneração neuronal, aumentando a ativação da microglia e, eventualmente, 

levando à neuroinflamação crônica. (KIM; JOH, 2006) 

A literatura tem demonstrado através de estudos clínicos e com animais que 

compostos com atividade anti-inflamatória (DAINES, inibidores da COX-2, inibidores 

da iNOS) e antioxidante têm mostrado capacidade de proteger contra a morte de 

neurônios dopaminérgicos em vários modelos da doença de Parkinson, inclusive o 

modelo com LPS (HINES et al., 2013). Portanto compostos com atividade antioxidante 

e anti-inflamatória poderiam ser testados quanto a sua capacidade neuroprotetora no 

modelo de LPS. 

 

Fonte: Adaptado de SUNDARAM et al., 2012. 
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1.6 Atividade neuroprotetora dos Flavonóides 
 

Vários estudos demonstram atividades neuroprotetoras dos flavonóides, 

principalmente devido à sua capacidade antioxidante, incluindo sua ação de remoção 

direta de radicais livres e suas propriedades quelante de metais, porém, alguns 

estudos também tem demonstrado a atividade pró-oxidante dos flavonóides, 

principalmente em altas doses. A silimarina, um flavonóide polifenólico derivado das 

sementes e frutos de Silybum marianum, melhorou os efeitos motores induzidos pela 

6-OHDA em ratos, diminuiu o nível da citocina pró-inflamatória IL1-beta e a 

peroxidação lipídica (HADDADI et al., 2014).  

Outro estudo realizado com MPP+ como neurotoxina, a silimarina atenuou o 

nível de moléculas inflamatórias, como IL-1β, iNOS e TNF-α (JUNG et al., 2014). A 

silimarina também diminuiu o número de células apoptóticas e protegeu os neurônios 

dopaminérgicos da neurotoxina MPTP (PEREZ-H et al., 2014). 

Naringenina é um glicosídeo encontrando em laranjas e frutas cítricas (JAGETIA; 

REDDY, 2002). Os efeitos biológicos e farmacológicos da naringina incluem 

atividades antioxidantes, anti-inflamatórias e hipolipemiantes (CHANET et al., 2012). 

Além disso, Sachdeva et al. (2014) demonstraram que o tratamento crônico com 

naringenina restaurou de forma dependente da dose os déficits cognitivos no modelo 

animal de Doença de Alzheimer (induzido por estreptozotocina) com a mitigação do 

estresse oxidativo/nitrosativo mediada por disfunção mitocondrial e liberação de 

citocinas. 

A quercetina é um flavonóide que apresenta atividade protetora contra o dano 

oxidativo, atenuando a toxicidade induzida pelo peróxido de hidrogênio nas culturas 

de células gliais obtidas do cérebro de ratos (KABADERE et al., 2011). Além disso, 

estudos relatam que a quercetina tem potencial antioxidante contra produção de 

espécies reativas de oxigênio (EROs), e protege contra a peroxidação lipídica, inibindo 

a neurotoxicidade induzida pela oxaliplatina (AZEVEDO et al., 2013).  

A quercetina tem a capacidade de estimular a regulação mitocondrial da 

atividade do complexo I em neurônios dopaminérgicos lesionados e de eliminar o 

radical OH- gerado no modelo de ratos lesionados com rotenona 

(KARUPPAGOUNDER et al., 2013). 
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1.7 Hesperidina e bases para a sua atividade neuroprotetora 

 
Entre os compostos naturais com possível atividade neuroprotetora, destaca-se 

um bioflavonóide, a hesperidina, um glicosídeo encontrado em frutas cítricas como 

limões e laranjas. A hesperidina apresenta atividade antioxidante, antiinflamatória, 

analgésica, hipolipêmica, antihipertensiva e diurética (JAVED et al., 2015). Segundo 

Tripoli e colaboradores (2007) a hesperidina pode contribuir para melhorar o sistema 

de defesa antioxidante intracelular, agindo como um potente agente contra o ânion 

superóxido, oxigênio singlet (1O2) e radicais hidroxilas. Além disso, esse composto 

apresenta importantes propriedades neuroprotetoras relacionadas a diversos danos 

neuronais como a isquemia, lesões induzidas pelo estresse oxidativo e 

neurotoxicidade induzida por dopamina (JAVED et al., 2015).  

A hesperidina (3,5,7-trihidroxi-flavanona-7-ramnoglucosida) (HSP), conforme 

demonstrado, é um bioflavonoide farmacologicamente ativo encontrado em frutas 

cítricas (GARG et al., 2001; PARHIZ et al., 2015), especialmente as frutas de uva, a 

casca de laranja amarga e laranja doce, com boa eliminação de radicais livres 

(CROZIER et al., 2009). A HSP é um subproduto abundante de citrinos e isolada da 

laranja originária Citrus aurantium e de outras espécies do género Citrus (KAKADIYA 

et al., 2010). Os tipos mais comuns de flavonoides encontrados nos citrinos são 

hesperidina, naringenina, narirutina, eriocitrina e tangeritina (SUN et al., 2013). 

A fórmula molecular de hesperidina é C28H34O15, o seu peso molecular é 610,57 

Da e sua estrutura pode ser observada na Figura 4. (KALPANA et al., 2009). Vários 

estudos mostraram que a HSP neutralizou as espécies reativas de oxigênio (EROs), 

incluindo ânions superóxido, radicais hidroxila, peroxinitrito e radicais de óxido nítrico 

(GARG et al., 2001, WILMSEN et al., 2005). A atividade antioxidante e as 

propriedades de eliminação de radicais da HSP, além do seu efeito inibitório sobre a 

reação de Fenton derivada de superóxido e, mais importante, a sua capacidade de 

penetrar na barreira hematoencefálica (SAID et al., 2012), fazem da hesperidina um 

fármaco de grande interesse científico. 
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Figura 4. Estrutura química da hesperidina. 

 
 

 

 

 

O potencial antioxidante da hesperidina depende do número e da disposição dos 

grupos hidroxilas e a extensão da estrutura de conjugação (ROBAK et al., 1988). Eles 

podem doar o átomo de hidrogênio de seus grupos hidroxila e estabilizar o radical 

fenoxi formado pela deslocalização do elétron desemparelhado dentro da estrutura 

aromática. Os compostos aromáticos que contêm grupos hidroxila, especialmente os 

que têm um grupo O-di-hidroxi no anel B, são importantes agentes sequestrantes de 

radicais livres (FAUCONNEAU et al., 1997; KALPANA et al., 2009). 

 Recentemente têm sido atribuídas a hesperidina diversas propriedades 

importantes, como ação anti-inflamatória, analgésica, antifúngica, antiviral e 

anticâncer. Além disso, também foi verificado que a hesperidina contribui 

significativamente para o sistema de defesa antioxidante intracelular, consistindo de 

um poderoso agente contra radicais superóxido e hidroxila (NONES et al., 2011). 

 Os efeitos da hesperidina sobre o sistema nervoso central têm sido um tema 

de pesquisa durante a última década, visto que não havia estudos anteriores nesse 

sentido. Foi verificado que no sistema nervoso central a hesperidina apresenta ações 

sedativas e indutoras do sono (MARDER et al., 2003; LI et al., 2013). Além disso, esse 

composto apresenta importantes propriedades neuroprotetoras relacionadas a 

diversos mecanismos lesivos como a isquemia, dano oxidativo, neurotoxicidade 

induzida por dopamina e anti-amiloidogênica (BASTIANETTO et al., 2006; RAINEY-

SMITH et al., 2008; VAUZOUR et al., 2008; ROOHBAKHSH et al., 2014).  

Fonte: Adaptado de KALPANA et al., 2009. 
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Tamilselvam e colaborados (2013) verificaram efeito neuroprotetor da 

hesperidina contra rotenona, um pesticida amplamente utilizado que inibe o complexo 

mitocondrial I, utilizado para investigar a fisiopatologia da DP tanto in vitro como in 

vivo. Estudos têm mostrado que a neurotoxicidade de rotenona pode estar relacionada 

com a sua capacidade para gerar espécies reativas de oxigénio (EROs), levando a 

apoptose dos neurônios dopaminérgicos. A atidade da hesperidina foi atribuida à sua 

atividade antioxidante, a manutenção da função mitocondrial, e propriedades anti-

apoptóticas em uma linhagem de células de neuroblastoma. 

Muitos esforços têm sido empreendidos no sentido de elucidar os mecanismos 

de ação da hesperidina. Elavarasan e col. (2012) verificaram que a atividade 

antioxidante da hesperidina não está limitada apenas a sua capacidade de sequestrar 

radicais livres, mas também de aumentar as defesas celulares antioxidantes através 

do sistema de sinalização da via ERK/Nrf2. Estudos recentes mostraram que os 

flavonoides, incluindo a hesperidina são capazes de melhorar o aprendizado e a 

memória através de vários mecanismos, como a elevação dos níveis do fator 

neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) e reverter o déficit de memória na 

isquemia/reperfusão cerebral global (GAUR; KUMAR, 2010; DONATO et al., 2014).  

Os estudos que mostram efeitos neuroprotetores da hesperidina em modelos de 

isquemia, doença de Alzheimer e depressão relatam que esses efeitos estão em 

grande parte relacionados com as atividades antioxidantes e anti-inflamatórias. No 

entanto, outros efeitos biológicos também podem estar envolvidos como a modulação 

da expressão gênica de proteínas importantes no processo neurodegenerativo, 

redução da atividade da caspase-3, a regulação do íon cálcio, a regulação do 

metabolismo energético neuronal e a reversão da disfunção mitocondrial 

(ROOHBAKHSH et al., 2014). 

 Portanto, todos estes fatores conduziram esta pesquisa a analisar se a 

hesperidina de fato apresenta efeito tipo neuroprotetor, em tratamento por via 

intraperitoneal, em um modelo animal de DP induzido pelo LPS. Assim, se tal efeito 

farmacológico for confirmado, esta pesquisa representará uma valiosa contribuição 

para a comunidade científica, uma vez que fornecerá evidências para um melhor 

entendimento dos mecanismos fisiopatológicos da DP e acerca das possíveis 

atividades terapêuticas da substância em questão, além de também contribuir para a 

população, já que haverá comprovação do efeito da hesperidina em estudo pré-
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clínico, fato que pode vir a estimular a realização de ensaios clínicos com emprego 

dessa substância e futuramente, gerar uma nova opção terapêutica.  
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2 OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo geral 
 

Investigar o efeito neuroprotetor da hesperidina através de análises 

comportamentais e neuroquímicas no modelo de doença de Parkinson induzida por 

LPS em ratos. 

 

2.2 Objetivos específicos 
 

• Avaliar o efeito da hesperidina nas alterações comportamentais e 

locomotoras através dos testes de campo aberto, rotarod e teste do cilindro 

no modelo de DP induzido por LPS em ratos;  

• Analisar o efeito da hesperidina no estresse oxidativo/nitrosativo (TBARS e 

nitrito/nitrato) e nas alterações da atividade enzimática dos sistemas 

antioxidantes (GSH) em córtex pré-frontal, vermis cerebelares, corpo 

estriado e hipocampo de ratos submetidos ao modelo de doença de 

Parkinson induzido por LPS. 
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3 METODOLOGIA 
 

3.1 Animais 
 

Foram utilizados 60 ratos Wistar, machos, com peso variando entre 250-300 g, 

provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceará - UFC. Os animais 

foram mantidos em caixas grandes de armazenamento padrão para ratos, de 

prolipropileno e com armazenamento máximo de 6 animais por caixa. Os mesmos 

acondicionados à temperatura média de 24 ± 2°C em ciclos de alternância 

claro/escuro de 12 horas, recebendo ração padrão e água á vontade.  

 
3.2 Aspectos éticos 
 

O protocolo experimental foi elaborado de acordo com o “Guia para Cuidados e 

Uso de Animais de Laboratório” da Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de 

Laboratório (SBCAL) e aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

UFC Campus Sobral com número de protocolo 07/17 (Anexo A).  

 
3.3 Treinamento 
 

Antes de realizar o protocolo experimental, foi realizado um treinamento 

utilizando ratos Wistar fêmeas (n = 15). O treinamento visa a otimização dos 

procedimentos praticados no Protocolo Experimental. No grupo para treinamento, os 

animais foram submetidos a uma lesão intranigral por azul de metileno e foi 

administrado durante 14 dias com solução salina 0,9%. 

 

3.4 Tratamento  
 

Os animais foram aleatoriamente divididos em 5 grupos (6 animais por grupo) e 

tratados com hesperidina (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.) ou Salina (0,9%, 0,3 mL via i.p.; 

grupos Sham e LPS), durante um período de 14 dias. No 14º dia, 1h após o 

tratamento, os animais foram submetidos a ensaios comportamentais e um dia depois 

eutanasiados e seus cérebros dissecados para as determinações neuroquímicas, 

conforme é possível observar na Figura 5.  
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Figura 5. Representação esquemática temporal do procedimento de indução do 
parkinsonismo até o sacrifício dos animais. 
 

 
 

 

 

3.5 Protocolo Experimental 
 

Para a avaliação dos potenciais efeitos neuroprotetores da hesperidina, os 

animais foram submetidos a lesão intranigral unilateral com LPS, como é possível 

observar no esquema ilustrado na Figura 6. Para a cirurgia, os animais foram 

previamente anestesiados através da administração de ketamina (100 mg/kg, i.p.) e 

xilasina (50 mg/kg, i.p.) e, logo em seguida, submetidos à injeção intranigral de LPS 

(2 µg/animal), para indução da lesão de neurônios dopaminérgicos com auxílio de 

coordenadas estereotáxicas (AP, -5,3; LL, -2,0 a partir do bregma, DV, -7,2 abaixo da 

dura), de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (PAXINOS; WATSON, 1986), 

usando uma seringa Hamilton de 5 µL. A seringa foi mantida no local de aplicação por 

3 minutos para assegurar que o seu conteúdo tenha sido injetado corretamente e 

depois a mesma foi retirada cuidadosamente (FU et al., 2015). Os controles (grupos 

sham e LPS) receberam 0,3 mL de solução salina (0,9%) nas mesmas condições. Os 

animais foram tratados 24 horas após o procedimento cirúrgico, diariamente até 

completar um período de 14 dias.  

 

Fonte: Próprio autor. 
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3.6 Dissecação das Áreas Cerebrais  
 

Após a realização dos testes comportamentais, os animais foram devidamente 

eutanasiados por decaptação e, logo em seguida, os encéfalos foram retirados 

rapidamente e colocados sobre papel alumínio numa placa de Petri com gelo. Em 

seguida, o corpo estriado esquerdo e direito (caudado, putâmen e globo pálido), o 

córtex pré-frontal, o hipocampo e os vernes cerebelares, foram isolados das estruturas 

circunjacentes por divulsionamento com uma tesoura de microdissecação após o 

rebatimento lateral do córtex. Terminada a dissecação, cada área foi colocada em 

papel de alumínio, sob gelo, pesada e armazenada a -80 °C para uso posterior.  

 

3.7 Testes comportamentais 
 
3.7.1 Teste do Campo Aberto 

 
Este teste, é baseado na metodologia descrita por Sielgel (1946) e validada por 

Archer (1973), foi utilizado para analisar a atividade exploratória do animal. Os 

seguintes parâmetros foram avaliados: número de cruzamentos com as quatro patas 

(movimentação espontânea), número de levantamentos sob as patas traseiras 

(rearing) e número de comportamentos de auto-limpeza (grooming), adicionalmente o 

Figura 6. Esquema com os procedimentos cirúrgicos realizados com os animais. 
 

Fonte: Próprio autor. 
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tempo que os animais permaneceram parados, conforme ilustrado na Figura 7 (HSIAO 

et al., 2012). Os animais foram observados por um período de 5 minutos.  

 

Figura 7. Teste de Campo aberto para ratos.  
 

 
 

 

 

3.7.2 Teste do Rota Rod 

 
Os animais foram colocados com as quatro patas sobre uma barra separada por 

amplas abas que possibilitam a análise comportamental de cada animal. No modelo 

para ratos, são quatro divisões, cujo rotor apresenta diâmetro de 7 cm, possibilitando 

o estudo simultâneo de 4 animais, com uma rotação de 4 a 40 rpm, por um período 

de 5 minutos. Os seguintes parâmetros foram registrados: tempo de latência 

(segundos) e tempo de permanência na barra giratória (segundos), conforme ilustrado 

na Figura 8 (DUNHAM; MIYA, 1957). Os animais foram adaptados ao equipamento 

antes da avaliação. A adaptação foi realizada no 11° dia (5-15 RPM, durante 5 

minutos) e no 13° dia (5-15 RPM, durante 5 minutos) após a cirurgia. 

Fonte: Próprio autor. 
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3.7.3 Teste do cilindro 

 

O teste do cilindro avaliou o grau de assimetria das patas dianteiras. Os ratos 

foram colocados num cilindro transparente (diâmetro: 20 cm, altura: 30 cm) e durante 

5 minutos foram contados o número de contatos das patas dianteiras com a parede 

do cilindro, conforme ilustrado na Figura 9 (SCHALLERT et al., 2000). O resultado do 

teste do cilindro neste estudo foi representada de maneira percentual, em relação ao 

número total de toques das patas no cilindro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 8. Teste de Rota rod para ratos. 
 

Fonte: Próprio autor. 
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Figura 9. Teste do Cilindro para ratos. 
 

 

 

3.8 Análises Neuroquímicas  
 

3.8.1 Determinação da Peroxidação Lipídica (TBARS) 

 

Teste baseado na reação do ácido tiobarbitúrico com os produtos de 

decomposição dos hidroperóxidos. Um dos principais produtos formados no processo 

oxidativo é o malonaldeído (MDA) (Figura 10). 

 

Figura 10. Ilustração da reação entre ácido tiobarbitúrico com os produtos de 
decomposição dos hidroperóxidos (Fonte: Google Imagens, 2019). 

 
 

 

 

Fonte: Próprio autor. 
 

Fonte: Google Imagens, 2019. 
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O grau de lipoperoxidação em corpo estriado de ratos foi medido através da 

determinação das concentrações de substâncias reativas do ácido tiobarbitúrico 

(TBARS), conforme o método descrito por Draper e Hadley (1990). Os homogenatos 

das áreas cerebrais foram preparados a 10% em tampão fosfato. Um volume de 0,25 

mL do homogeneizado colocado em banho maria por 1 hora a 37°C, em seguida 

preciptado com 0,4 mL de ácido perclórico a 37% e centrifugado (14000 G/15 

min/4°C), o sobrenadante é transferido e adicionado 0,2 mL de ácido tiobarbitúrico 

1,2%. Após a agitação, essa mistura foi mantida em um banho de água fervente (95-

100 °C) por 30 min. O conteúdo de TBARS foi determinado em espectrofotômetro a 

535 nm. Os resultados estão expressos em micromol de malonildialdeído (MDA) por 

grama de tecido, tendo por base uma curva padrão. 

 
3.8.2 Determinação da Concentração de Nitrito  

  

Em condições ácidas o nitrito reage com a sulfonilamida formando um composto 

intermediário, o sal diazônico. Esse comporto, em seguida, reage com o N-naftil-

etilenodiamina (NEED) formando um azo estável de coloração púrpura, com o pico de 

absorbância em 540 nm (Figura 11). 

 
Figura 11. Ilustração da Reação de Griess. 

 
 

 

 

Fonte: Google Imagens, 2019. 
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Para a determinação da produção de nitrito, primeiramente foi preparado uma 

curva padrão. Para isso, foram pesadas 6,9 mg de NaNO2 e dissolvidos em 10 mL de 

água bidestilada (estoque-10 mM) e feitas as diluições em série (10 e 20 x), ficando 1 

mM, 100 µM, 10 µM, 5 µM, 2,5 µM, 1,25 µM, 0,625 µM, 0,312 µM. Uma equação da 

reta foi construída para cálculo das concentrações do teste (GREEN; TANNEMBAUN; 

GOLDMAN, 1981). Para a determinação da concentração de nitrito em cada tecido, 

foram preparados homogenatos das áreas cerebrais a 10% em tampão fosfato. Após 

a centrifugação (11000 x G, 15 min) os sobrenadantes foram coletados e a produção 

de óxido nítrico (NO) determinada através da reação de Griess. Uma alíquota de 100 

μL do sobrenadante foi incubada com 100 μL do reagente de Griess [sulfanilamida 1 

% em H3PO4 1 %/N-(-1-naphthyl)-ethylenediamine 0,1 %/ H3PO4 1 % / diluído em água 

(1:1:1:1)] a temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbância foi medida em 

espectrofotômetro a 540 nm. A concentração de nitrito esta expressa em μM de 

nitrito/g de tecido, conforme descrito por Sedlak e Lindsay (1968).  
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4 RESULTADOS 
 

4.1 Avaliação dos testes comportamentais 
 

4.1.1 Teste de Campo Aberto  

 

No teste de campo aberto foi observado o número de linhas cruzadas com as 

patas traseiras, o número de rearings que significa o ato de levantar, ou seja, apoio 

apenas pelas patas traseiras de cada animal; o número de groomings; e o tempo de 

imobilidade. As análises desses parâmetros ocorreram durante os cinco minutos de 

teste. 

Como é possível observar na Figura 12, os animais lesionados com LPS 

apresentaram diminuição da atividade locomotora horizontal em 36% (45,5 ± 4,3 

cruzamentos) em relação ao grupo Sham (71,5 ± 4,6 cruzamentos). Em relação ao 

número de linhas cruzadas, foi verificado que os animais do grupo HSP50 (56,4 ± 4,1 

cruzamentos; p ≤ 0,05) e os animais dos grupos HSP100 e HSP200 (HSP100: 46,8 ± 

6,2 cruzamentos; HSP200: 46,8 ± 4,5 cruzamentos; p ≤ 0,01) tiveram menor número 

de linhas cruzadas quando comparadas ao grupo Sham. Os resultados dos grupos 

tratados com hesperidina, em todas as concentrações não diferiram significativamente 

do grupo LPS.  

Os animais tratados com hesperidina nas concentrações 100 mg/kg e 200 mg/kg 

apresentaram uma elevação no número de groomings, como é possível observar na 

Figura 13. O grupo HSP200 (10,8 ± 1,1) teve um aumento de 74,1% em relação ao 

grupo Sham (6,2 ± 1,4 rearings), um aumento de mais de 270% em relação ao grupo 

LPS (2,9 ± 0,7 rearings) e de 151,1% em relação ao grupo HSP50 (4,3 ± 1,3 rearings). 

O grupo HSP100 (9,8 ± 1 rearings) apresentou um aumento de 237,9% em relação 

ao grupo LPS (2,9 ± 0,7 rearings) e de 127,9% em relação ao grupo HSP50.  

Em relação a atividade exploratória vertical (número de rearings) e o tempo de 

imobilidade dos animais, não foram identificadas alterações significantes entre os 

grupos (Figura 14 e Figura 15). 
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Figura 12. Análise da atividade motora no Teste de Campo Aberto (Cruzamentos). 
  

 
Legenda: Os ratos (n=06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) 
foram tratados com HSP (50; 100 e 200 mg/kg) ou Salina (0,9%) durante 14 dias. No 
15° dia, após 1h do tratamento, os animais foram observados durante 5 min em campo 
aberto. Os dados estão expressos em médias ± EPM. One-way ANOVA, Newman-
Keuls. a vs SHAM. Considerou-se estatisticamente signicante P<0,05. 
Fonte: Próprio autor. 
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Figura 13. Análise da atividade motora no Teste de Campo Aberto (Groomings). 
 
 

 
Legenda: Os ratos (n=06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) 
foram tratados com HSP (50; 100 e 200 mg/kg via i.p.) ou Salina (0,9%, via i.p.) 
durante 14 dias. No 15° dia, após 1h do tratamento, os animais foram observados 
durante 5 min em campo aberto. Os dados estão expressos em médias ± EPM. One-
way ANOVA, Newman-Keuls. a vs SHAM; b vs LPS (-); c vs HSP50. Considerou-se 
estatisticamente signicante P<0,05. 
Fonte: Próprio autor. 
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Figura 14. Análise da atividade motora no Teste de Campo Aberto (Rearings). 
 
  

 
Legenda: Os ratos (n=06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) 
foram tratados com HSP (50; 100 e 200 mg/kg via i.p.) ou Salina (0,9%, via i.p.) 
durante 14 dias. No 15° dia, após 1h do tratamento, os animais foram observados 
durante 5 min em campo aberto. Os dados estão expressos em médias ± EPM. One-
way ANOVA, Newman-Keuls. a vs SHAM; b vs LPS (-); c vs HSP50. Considerou-se 
estatisticamente signicante P<0,05. 
Fonte: Próprio autor. 
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Figura 15. Análise da atividade motora no Teste de Campo Aberto (Tempo de 
Imobilidade). 
 
 

 
 

Legenda: Os ratos (n=06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) 
foram tratados com HSP (50; 100 e 200 mg/kg via i.p.) ou Salina (0,9%, via i.p.) 
durante 14 dias. No 15° dia, após 1h do tratamento, os animais foram observados 
durante 5 min em campo aberto. Os dados estão expressos em médias ± EPM. One-
way ANOVA, Newman-Keuls. 
Fonte: Próprio autor. 
 

4.1.2 Teste Rotarod 

 

Para maior analise da ação do hesperidina na atividade locomotora de ratos 

submetidos a lesão nigroestriatal de LPS, os animais também foram submetidos à um 

teste mais refinado do que o teste de campo aberto, o teste do rotarod. Os resultados 

nesse teste demonstraram diferença estatisticamente significativa (P<0,001) entre o 

grupo LPS e o grupo SHAM no tempo de latência (SHAM: 116,2 ± 6 s; LPS: 55,3 ± 

7,9 s) e no temp o de permanência (SHAM: 174,4 ± 9,3 s; LPS: 107 ± 10,2 s) 

Os resultados no teste do rotarod, observados na Figura 16, mostraram que o 

grupo HSP200 (latência: 104,2 ± 8,4 s) elevou em mais de 89% o tempo de latência 

no equipamento em comparação com o grupo LPS (latência: 55,38 ± 7,9 s). Além 
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disso, os animais tratados com HSP200 permaneceram mais no equipamento 

(permanência: 150,4 ± 11,5 s), quando comparado com o grupo LPS (permanência: 

107 ± 10,2 s).  

A dose testada de HSP100 (latência: 104,8 ± 16,2 s) também aumentou 

significamente o tempo de latência dos animais, em relação ao grupo LPS (latência: 

55,3 ± 7,9 s), porém, não apresentou diferença significativa no tempo de permanência. 

Apesar disso, todas as outras doses conseguiram reduzir o número de tempo total 

dos animais no aparelho (permanência: HSP50: 119,7 ± 11,2 s; HSP100: 139,5 ± 4,6 

s) em relação ao grupo LPS (107 ± 10,2 s) (Figura 17). 

 

Figura 16. Análise da atividade motora no Teste do Rotarod (Tempo de Latência). 
 
 

 
Legenda: Os ratos (n=06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) 
foram tratados com HSP (50; 100 e 200 mg/kg via i.p.) ou Salina (0,9%, via i.p.) 
durante 14 dias após serem submetidos a cirurgia estereotáxica. No 15° dia, após 1h 
do tratamento, os animais foram submetidos ao teste do Rotarod, sendo avaliado o 
Tempo de Latência. Os dados estão expressos em médias ± EPM. One-way ANOVA, 
Newman-Keuls. a vs SHAM; b vs LPS (-); c vs HSP50. Considerou-se estatisticamente 
significante P<0,05. 
Fonte: Próprio autor. 
Figura 17. Análise da atividade motora no Teste do Rotarod (Tempo de Permanência). 
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Legenda: Os ratos (n=06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) 
foram tratados com HSP (50; 100 e 200 mg/kg via i.p.) ou Salina (0,9%, via i.p.) 
durante 14 dias após serem submetidos a cirurgia estereotáxica. No 15° dia, após 1h 
do tratamento, os animais foram submetidos ao teste do Rotarod, sendo avaliado o 
Tempo de Permanência. Os dados estão expressos em médias ± EPM. One-way 
ANOVA, Newman-Keuls. a vs SHAM; b vs LPS (-); c vs HSP50. Considerou-se 
estatisticamente significante P<0,05. 
Fonte: Próprio autor. 
 

 

4.1.3 Teste do Cilindro 

 

O teste do cilindro foi realizado no 15º dia pós-cirurgia e não foi encontrado 

alterações significativas entre os grupos, em relação a utilização das patas anteriores 

ipsilateral ao local da lesão por LPS, como é possível observar na Figura 18. 
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Figura 18. Teste do Cilindro. Avaliação da assimetria por 5 minutos do membro 
anterior contralateral de ratos lesionados com LPS e tratados com hesperidina após 
14 dias de tratamento (Fonte: Autor).  

 
 

4.2 Avaliação das Dosagens Neuroquímicas 
 
4.2.1 Determinação da Peroxidação Lipídica (TBARS) 

 

Para determinar uma possível ação antioxidante da hesperidina em modelo 

animal de DP induzido pelo LPS, utilizou-se o teste baseado na reação do ácido 

tiobarbitúrico com os produtos de decomposição dos hidroperóxidos. O teste detectou 

elevação dos níveis de malondialdeído, um dos principais produtos da peroxidação 

lipídica, em todas as áreas analisadas de animais lesionados com LPS em relação ao 

grupo SHAM, porém, houve aumento significativo (p>0,05) apenas no hipocampo 

(Figura 22) e no corpo estriado direito (Figura 19).  

As doses de hesperidina avaliadas no respectivo teste conseguiu reverter 

significativamente os níveis de peroxidação lipídica induzidos pelo LPS no corpo 

estriado direito. Os animais tratados com hesperidina 50 mg/kg também tiveram uma 

redução significativa dos níveis de MDA em relação ao grupo LPS de 34% córtex pré-

frontal e de 39% no corpo estriado ipsilateral (Figura 19 e Figura 21). 
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Os animais do grupo HSP100 tiveram uma redução de 25% dos níveis de MDA 

em relação ao grupo LPS, e os animais do grupo HSP200 tiveram uma redução de 

30% dos níveis de MDA, no corpo estriado ipsilateral (Figura 19) e no córtex pré-frontal 

(Figura 21). 

 

Figura 19. Análise dos níveis Peroxidação Lipidica (TBARS) no Corpo Estriado 
Ipsilateral. 

 
 
Legenda: Os ratos (n = 06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 
g) foram tratados com HSP (50;100 e 200 mg/kg via i.p.) ou Salina (0,9%, via i.p.) 
durante 14 dias, com início um dia após serem submetidos a cirurgia estereotáxica. 
Após os testes comportamentais no 15° dia pós-cirurgia, os animais foram 
eutanasiados e os cérebros dissecados para determinação dos níveis de TBARS. Os 
dados estão expressos em médias ± EPM. One-way ANOVA, Newman-Keuls. a vs 
SHAM; b vs LPS (-). Considerou-se estatisticamente significante P<0,05. 
Fonte: Próprio autor. 
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Figura 20. Análise dos níveis Peroxidação Lipidica (TBARS) no Corpo Estriado 
Contralateral. 
 

 
Legenda: Os ratos (n = 06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 
g) foram tratados com HSP (50;100 e 200 mg/kg via i.p.) ou Salina (0,9%, via i.p.) 
durante 14 dias, com início um dia após serem submetidos a cirurgia estereotáxica. 
Após os testes comportamentais no 15° dia pós-cirurgia, os animais foram 
eutanasiados e os cérebros dissecados para determinação dos níveis de TBARS. Os 
dados estão expressos em médias ± EPM. One-way ANOVA, Newman-Keuls. 
Fonte: Próprio autor. 
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Figura 21. Análise dos níveis Peroxidação Lipidica (TBARS) no Córtex Pré-frontal. 

 
 
Legenda: Os ratos (n = 06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 
g) foram tratados com HSP (50;100 e 200 mg/kg via i.p.) ou Salina (0,9%, via i.p.) 
durante 14 dias, com início um dia após serem submetidos a cirurgia estereotáxica. 
Após os testes comportamentais no 15° dia pós-cirurgia, os animais foram 
eutanasiados e os cérebros dissecados para determinação dos níveis de TBARS. Os 
dados estão expressos em médias ± EPM. One-way ANOVA, Newman-Keuls. a vs 
SHAM; b vs LPS (-). Considerou-se estatisticamente significante P<0,05. 
Fonte: Próprio autor. 
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Figura 22. Análise dos níveis Peroxidação Lipidica (TBARS) no Hipocampo. 
 

 
 
 
Legenda: Os ratos (n = 06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 
g) foram tratados com HSP (50;100 e 200 mg/kg via i.p.) ou Salina (0,9%, via i.p.) 
durante 14 dias, com início um dia após serem submetidos a cirurgia estereotáxica. 
Após os testes comportamentais no 15° dia pós-cirurgia, os animais foram 
eutanasiados e os cérebros dissecados para determinação dos níveis de TBARS. Os 
dados estão expressos em médias ± EPM. One-way ANOVA, Newman-Keuls. a vs 
SHAM; c vs HSP50; d vs HSP100. Considerou-se estatisticamente significante 
P<0,05. 
Fonte: Próprio autor. 
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Figura 23. Análise dos níveis Peroxidação Lipidica (TBARS) no Vermis Cerebelar. 

 
Legenda: Os ratos (n = 06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 
g) foram tratados com HSP (50;100 e 200 mg/kg via i.p.) ou Salina (0,9%, via i.p.) 
durante 14 dias, com início um dia após serem submetidos a cirurgia estereotáxica. 
Após os testes comportamentais no 15° dia pós-cirurgia, os animais foram 
eutanasiados e os cérebros dissecados para determinação dos níveis de TBARS. Os 
dados estão expressos em médias ± EPM. One-way ANOVA, Newman-Keuls. a vs 
SHAM; c vs HSP50; d vs HSP200. Considerou-se estatisticamente significante 
P<0,05. 
Fonte: Próprio autor. 

 

 

4.2.2 Determinação de nitrito/nitrato 

 
Os resultados da análise dos níveis de nitrito indicaram um aumento significativo 

(P<0,05) nos níveis de nitrito/nitrato no grupo lesionado com LPS em todas as áreas 

avaliadas em relação ao grupo Sham (Figura 24, Figura 25, Figura 26 e Figura 27), 

exceto nos vermis cerebelares (Figura 28).  

Os animais tratados com hesperidina na dose 50 mg/kg reduziram os níveis de 

nitrito/nitrato em 47% no córtex pré-frontal (Figura 26; 5,2 ± 0,4 µMol/g) e em 48% no 

corpo estriado ipsilateral (Figura 25; 4,5 ± 0,6 µMol/g) em relação ao grupo LPS (CPF: 

9,8 ± 0,4 µMol/g; CED: 8,7 ± 1 µMol/g). Os animais do grupo HSP100 reduziram os 
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níveis de nitrito/nitrato em 42% no hipocampo (Figura 27; 5,5 ± 0,8 µMol/g), 54% no 

corpo estriado contralateral (Figura 24; 5,6 ± 0,8 µMol/g), 66% no corpo estriado 

ipsilateral (Figura 25; 2,9 ± 0,6 µMol/g) e 23% no córtex pré-frontal (Figura 26; 7,5 ± 

0,7 µMol/g) em relação ao grupo LPS (HC: 9,7 ± 1,3 µMol/g; CEE: 12,2 ± 0,6 µMol/g; 

CED: 8,7 ± 1 µMol/g; CPF: 9,8 ± 0,4 µMol/g).  

Com relação a dose de 200 mg/kg, houve redução dos níveis de nitrito/nitrato 

em 49% apenas no corpo estriado ipsilateral (4,4 ± 1,8 µMol/g) em relação ao grupo 

LPS (Figura 25; 8,7 ± 1 µMol/g). 

 

Figura 24. Análise dos níveis de nitrito/nitrato no Corpo Estriado Contralateral. 
 

 
Legenda: Os ratos (n = 06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 
g) foram tratados com HSP (50; 100 e 200 mg/mg/kg via i.p.) ou Salina (0,9%) durante 
14 dias, com início um dia após serem submetidos a cirurgia estereotáxica. Após os 
testes comportamentais no 15° dia pós-cirurgia, os animais foram eutanasiados e os 
cérebros dissecados para determinação dos níveis de nitrito/nitrato. Os dados 
referente ao Corpo Estriado Contralateral estão expressos em médias ± EPM. One-
way ANOVA, Newman-Keuls. a vs SHAM; b vs LPS (-). Considerou-se 
estatisticamente significante P<0,05 
Fonte: Próprio autor. 
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Figura 25. Análise dos níveis de nitrito/nitrato no Corpo Estriado Ipsilateral. 

 
Legenda: Os ratos (n = 06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 
g) foram tratados com HSP (50; 100 e 200 mg/kg via i.p.) ou Salina (0,9%, via i.p.) 
durante 14 dias, com início um dia após serem submetidos a cirurgia estereotáxica. 
Após os testes comportamentais no 15° dia pós-cirurgia, os animais foram 
eutanasiados e os cérebros dissecados para determinação dos níveis de nitrito/nitrato. 
Os dados estão expressos em médias ± EPM. One-way ANOVA, Newman-Keuls. a 
vs SHAM; b vs LPS (-). Considerou-se estatisticamente significante P<0,05. 
Fonte: Próprio autor. 
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Figura 26. Análise dos níveis de nitrito/nitrato no Córtex Pré-frontal. 

 
Legenda: Os ratos (n = 06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 
g) foram tratados com HSP (50; 100 e 200 mg/kg via i.p.) ou Salina (0,9%, via i.p.) 
durante 14 dias, com início um dia após serem submetidos a cirurgia estereotáxica. 
Após os testes comportamentais no 15° dia pós-cirurgia, os animais foram 
eutanasiados e os cérebros dissecados para determinação dos níveis de nitrito/nitrato. 
Os dados estão expressos em médias ± EPM. One-way ANOVA, Newman-Keuls. a 
vs SHAM; b vs LPS (-); c vs HSP50. Considerou-se estatisticamente significante 
P<0,05. 
Fonte: Próprio autor. 
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Figura 27. Análise dos níveis de nitrito/nitrato no Hipocampo. 

 
Legenda: Os ratos (n = 06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 
g) foram tratados com HSP (50; 100 e 200 mg/kg via i.p.) ou Salina (0,9%, via i.p.) 
durante 14 dias, com início um dia após serem submetidos a cirurgia estereotáxica. 
Após os testes comportamentais no 15° dia pós-cirurgia, os animais foram 
eutanasiados e os cérebros dissecados para determinação dos níveis de nitrito/nitrato. 
Os dados estão expressos em médias ± EPM. One-way ANOVA, Newman-Keuls. 
Fonte: Próprio autor. 
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Figura 28. Análise dos níveis de nitrito/nitrato no Vermis Cerebelar. 
 
 
 
 
 
 

Legenda: Os ratos (n = 06 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 
g) foram tratados com HSP (50; 100 e 200 mg/kg via i.p.) ou Salina (0,9%, via i.p.) 
durante 14 dias, com início um dia após serem submetidos a cirurgia estereotáxica. 
Após os testes comportamentais no 15° dia pós-cirurgia, os animais foram 
eutanasiados e os cérebros dissecados para determinação dos níveis de nitrito/nitrato. 
Os dados estão expressos em médias ± EPM. One-way ANOVA, Newman-Keuls. a 
vs SHAM; b vs LPS (-). Considerou-se estatisticamente significante P<0,05 (Fonte: 
Autor). 
Fonte: Próprio autor. 
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5 DISCUSSÃO  
 

A hesperidina é um flavonóide cuja suas atividades neuroprotetoras já foram 

relatadas em diversas pesquisas, que sugerem atividade neuroprotetora desta em 

vários modelos, inclusive outros modelos animais da Doença de Parkinson 

(ANTUNES et al., 2014; KIASALARI et al., 2016). 

Neste estudo, os efeitos da hesperidina foram analisados em um modelo 

experimental de DP induzido pelo LPS. Para avaliação desse modelo diversos testes 

foram realizados, dentre eles, o teste do campo aberto, teste do cilindro e teste do 

rotarod. Além disso, os efeitos do tratamento com a hesperidina sobre o estresse 

oxidativo também foram avaliados, por meio da quantificação dos níveis de 

peroxidação lipídica, nitrato/nitrito e concentração de glutationa reduzida, no corpo 

estriado (ipsilateral e contralateral), hipocampo, córtex pré-frontal e vermis 

cerebelares dos animais.  

Diversos estudos identificaram que o processo inflamatório desempenha um 

papel significativo na progressão da DP, especialmente a ativação microglial (LIMA et 

al., 2006; HALD; LOTHARIUS, 2005). O LPS, um componente da parede celular de 

bactérias Gram-negativas, é amplamente utilizado para induzir a inflamação através 

da ativação da célula glial (BEAL, 2003). Os modelos de DP induzidos por LPS tanto 

in vitro quanto in vivo são utilizados para investigar o papel da neuroinflamação na DP 

e também na pesquisa de novos tratamentos (REKSIDLER et al., 2009; ZAGER et al., 

2009). 

O teste de campo aberto é utilizado para avaliar a locomoção geral dos animais. 

A livre circulação é menos estressante para os animais, uma vez que eles vivem em 

uma condição "natural" com função de locomoção normal (ASAKAWA et al., 2016). 

Os nossos resultados, apontaram a redução da atividade exploratória horizontal 

induzida por LPS, porém, a hesperidina não foi capaz de retomar o comportamento 

normal do animal neste parâmetro. 

No nosso trabalho foi observado um grande aumento na execução do 

comportamento de auto-limpeza (grooming) nos animais tratados com hesperidina na 

dose de 100 mg/kg e 200m mg/kg, em relação ao grupo Sham e LPS. Thenmozhi et 

al. (2017), utilizando um modelo de Doença de Alzheimer, também identificaram 

aumento no número de groomings do grupo tratado com hesperidina (50 mg/kg), em 

relação ao grupo lesionado com cloreto de alumínio. Além disso, em estudos 
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anteriores realizados por nosso grupo, também identificaram aumento expressivo na 

quantidade de groomings após o tratamento com Diosmin® (associação entre 

hesperidina e diosmina) nos animais lesionados com 6-OHDA (CEZARIO, 2017). 

Segundo Kagleueff e col. (2016) em roedores, a administração sistêmica de agonistas 

do receptor D1 da dopamina amplifica o complexo comportamental super-

estereotipada, levando à produção excessiva de groomings.  

Isto pode sugerir que a hesperidina na concentração de 100 mg/kg e 200 mg/kg 

poderia funcionar como um agonista dos receptores do tipo D1 da dopamina, 

estimulando o funcionamento da via direta da dopamina e consequentemente 

aumentando o grooming dos animais. Outra possibilidade seria a recuperação parcial 

dos níveis de dopamina exercido pela hesperidina, através de um efeito possivelmente 

neuroprotetor exercido sob as células dopaminérgicas.  

Em contraponto, não foram observadas diferenças no número de groomings 

entre o grupo LPS e o grupo falso operado. Ratos com lesões do pálido ventral (VP) 

apresentam menos comportamentos de higiene do que os ratos do controle, mas ratos 

com lesões do estriado dorsolateral anterior (DL) não apresentam esse déficit 

(KALUEFF et al; 2016; HE et al.; 2016). 

A auto-higiene em animais é um comportamento inato que está envolvido na 

manutenção da higiene e outros processos fisiologicamente importantes, incluindo a 

termorregulação, a comunicação social e o despertar. Tornam-se patológicos, por 

exemplo, durante condições estressantes ou em certos distúrbios neuropsiquiátricos 

(KALUEFF et al., 2016).  

Apesar de um aumento no tempo de imobilidade no grupo LPS, não houve 

alteração significativa do tempo de imobilidade e do número de rearings entre os 

grupos LPS e SHAM. O tempo de imobilidade, corresponde à acinesia observada em 

indivíduos acometidos pela Doença de Parkinson, em testes comportamentais para 

avaliações motoras em animais roedores é coveniente a observação desse 

parâmetro, pois os animais incorporam acinesia e rigidez, em vez de tremor e rigidez, 

que são difíceis de reproduzir para pesquisa em modelos de roedores (ASAKAWA et 

al., 2016).  

No modelo de DP, induzido por injeção intranigral de LPS, pôde-se observar 

divergências entre os principais achados descritos na literatura sobre essa 

neurotoxina em ratos. He e colaboradores (2016), utilizaram injeção de 10 µg de LPS 

na SNpc e os animais apresentaram diminuição na atividade exploratória, redução no 
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comportamento de bipedestação (rearings) e aumento no tempo de imobilidade. 

Entretanto, Ariza et al. (2010), utilizaram 2 µL de LPS na SNpc, mesma concentração 

utilizada neste estudo, e os animais não apresentaram diferenças significativas nos 

parâmetros observados no teste do campo aberto.  

Juntamente com o teste do campo aberto, o teste do rotarod representa a 

principal abordagem na caracterização fenotípica motora em modelos animais, sendo 

inclusive considerado mais sensível por alguns autores. Este teste é bastante utilizado 

para avaliar os déficits comportamentais e o grau de lesão induzidos por neurotoxinas 

em modelos animais de DP, e tem se mostrado uma ferramenta útil para investigar a 

eficácia de novas drogas para o tratamento da DP (ROZAS; GARCIA, 1997; LINS et 

al., 2017).  

O rotarod é utilizado para avaliar a coordenação motora e o equilíbrio de 

roedores quando os mesmos são colocados sobre um eixo de rotação com um 

protocolo de frequência fixa ou de aceleração. No presente estudo, utilizamos um 

protocolo de aceleração de 4 a 40rpm, que tem demonstrado ser eficaz para identificar 

ratos lesionados após a injeção unilateral no estriado (MONVILLE; TORRES; 

DUNNETT, 2006; SOUZA et al., 2017).  

Animais com lesão tendem a apresentar uma dificuldade de permanecer no 

aparato à medida que a frequência do eixo de rotação aumenta e, desta forma, eles 

apresentam uma latência menor para a queda quando comparados aos animais 

controles sem lesão (IANCU et al., 2005; MONVILLE; TORRES; DUNNETT, 2006; 

DECRESSAC; MATTSSON; BJÖRKLUND, 2012).  

Estas alterações foram observadas em nossos resultados, que apontaram uma 

maior dificuldade nos animais hemiparkinsonianos em se manter sobre a barra 

giratória, com diminuição considerável do tempo de latência da primeira queda e de 

permanência na barra giratória, em relação ao grupo falso operado, corroborando com 

os relatos da literatura e por sua vez, comprovando o estabelecimento da lesão 

unilateral induzida pelo LPS (HE et al. 2016; SHARMA; NEHRU, 2015). Contudo, os 

animais que receberam tratamento com a hesperidina (100 e 200 mg/kg), 

apresentaram melhora significativa nos parâmetros observados.  

Resultados semelhantes foram observados por Thenmozhi e colaboradores 

(2018), que relataram recuperação motora de ratos submetidos a neuroinflamação 

crônica, através da administração de cloreto de alumínio, e tratados por via 

intraperitoneal com a hesperidina principalmente na dose de 100 mg/kg. Shabani e 
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Mirshekar (2018), utilizando um modelo de déficit cognitivo induzido por 

escopolamina, demonstraram que o tratamento com Diosmin nas doses de 50 e 

principalmente na dose de 100 mg/kg promoveu recuperação motora evidenciada pelo 

aumento da latência da primeira queda no rotarod. Além disso, em um outro estudo 

do nosso grupo utilizando modelo de DP induzido por 6-OHDA também foi observada 

melhora na função motora no rotarod em animais tratados com Diosmin®, 

(hesperidina e diosmina) (CEZARIO, 2017). Estes sugerem uma ação neuroprotetora 

da hesperidina, contra a toxicidade induzida por neurotoxinas, com importantes 

implicações para o tratamento da DP. 

O teste do cilindro é um dos testes comportamentais mais utilizados para 

identificar lesão unilateral do MFB em roedores. Este teste é baseado no 

comportamento inato do animal de explorar o ambiente novo através do 

comportamento de rearing, no qual o animal toca as paredes do cilindro com as patas 

anteriores (SCHALLERT et al., 2000; TILLERSON et al., 2001). Animais com lesão no 

MFB apresentam uma redução do uso da pata anterior contralateral à lesão, 

caracterizando uma assimetria motora (BOIX; PADEL; PAUL, 2015; YUAN et al., 

2005). 

A redução do uso da pata anterior contralateral à lesão está correlacionada 

negativamente com o dano neuronal dopaminérgico na SNpc causado pela injeção 

unilateral de neurotoxina no feixe medial do prosencéfalo (MFB) (DECRESSAC; 

MATTSSON; BJÖRKLUND, 2012) sugerindo que compostos capazes de reduzir a 

assimetria motora no teste do cilindro podem também reduzir a degeneração neuronal 

na SNpc. Desta forma, este parâmetro comportamental pode ser utilizado para 

investigar o efeito neuroprotetor de novas abordagens terapêuticas em modelos de 

DP (GREALISH et al., 2010). 

Como é possível observar na Figura 18, nossos resultados não demonstraram 

nenhuma redução significativa no percentual de uso da pata anterior contralateral ao 

lado da injeção de LPS, indicando que o LPS não foi capaz de produzir assimetria 

motora neste teste.  

Os mecanismos pró-apoptóticos causados pela neurotoxina LPS estão 

relacionados a processos geradores de estresse oxidativo e nitrosativo, os quais 

envolvem o aumento dos níveis de nitrito/nitrato (NO2/NO3) e peroxidação lipídica em 

áreas cerebrais de roedores (DATTA et al., 2000; GILGUN-SHERKI; MELAMED; 

OFFEN, 2001; DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; ARAÚJO et al., 2013).  
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Uma produção excessiva de óxido nítrico (NO) na célula está associada ao 

aumento do estresse oxidativo e à redução da defesa antioxidante, o que torna as 

células mais vulneráveis. A administração intranigral de LPS induz a ativação 

microglial, principais produtoras de iNOS (óxido nítrico sintase indutível) levando à 

produção de citocinas e radicais livres em ratos, esgotando as células TH-positivas na 

substância negra e dopamina e seus metabólitos no estriado (GUPTA et al., 2014).  

Em nossos resultados, a administração intranigral LPS elevou 

consideravelmente os níveis de nitrito no grupo LPS, em relação ao Sham. Esse 

aumento dos níveis de nitrito/nitrato foi revertido no grupo de animais tratados com 

hesperidina (100 mg/kg) à níveis semelhantes aos do grupo Sham em todas as áreas 

cerebrais analisadas.  

Além disso, o LPS teve um impacto oxidativo acentuado, como evidenciado pelo 

aumento significativo dos produtos de peroxidação lipídica (aumento significativo do 

nível de MDA nos grupos LPS). Por outro lado, apenas a dose de 100 mg/kg de 

hesperidina foi capaz de reverter os elevados níveis de malondialdeído (MDA) 

provocados pela administração de LPS nos animais.  

O MDA é um aldeído α, β-insaturado mutagênico que é comumente utilizado 

como biomarcador para peroxidação lipidíca através do ensaio TBARS, a produção 

excessiva de MDA tem sido associada a diferentes estados patológicos (AYALA; 

MUÑOZ; ARGÜELLES, 2014; GIERA; LINGEMAN; NIESSEN, 2012). Na literatura 

diversos trabalhos relatam o aumento dos níveis de MDA e nitrito/nitrato após 

administração intranigral de LPS (SHARMA et al., 2013, HE et al., 2016).  

Diversos estudos identificaram que o estresse oxidativo está presente em 

diversas doenças neurodegenerativas (CHEN; GUO; KONG, 2012; SULTANA; 

PERLUIGI; BUTTERFIELD, 2013; KIM et al., 2015). Estudos já observaram o aumento 

da peroxidação lipídica e dos níveis de nitrito/nitrato em cérebros de pacientes com 

DA (MIRANDA et al., 2000). Esses dois parâmetros foram neutralizados pelo 

tratamento com hesperidina, indicando seu potencial como um antioxidante. 

Nossos resultados corroboram com os achados na literatura, onde é possível 

observar o efeito neuroprotetor do tratamento com hesperidina, através da diminuição 

dos níveis de MDA e de nitrito/nitrato (SAHU et al., 2013; JANGRA et al., 2015; 

AKDEMIR et al., 2016; CEZARIO, 2017) 

A hesperidina possui natureza lipofílica, podendo atravessar a barreira 

hematoencefálica facilmente, o que gera interesse na investigação de suas atividades 
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neuroprotetoras (NATHIYA; RAJARAM; ABRAHAM, 2016). Diversos estudos já 

comprovaram atividades farmacológicas, tais como atividade anti-carcinogênica 

(GARG et al., 2001; KAMARAJ et al., 2010), antidepressiva (SOUZA et al., 2013; 

FILHO et al., 2013; DONATO et al., 2014), anti-hipertensiva, anti-inflamatória (GARG 

et al., 2001.; ROSS; KASUM, 2002; KAMISLI et al., 2013), antimicrobiana, analgésica, 

(GARG et al., 2001) e antioxidante (ANTUNES et al., 2014; PARHIZ et al., 2015; 

ROOHBAKHSH et al., 2015).  

Em relação a atividade neuroprotetora da hesperidina, Tamiselvam e 

colaboradores (2013) observaram que a hesperidina atenua os danos neuronais 

induzidos pela rotenona, reduzindo o estresse oxidativo e a disfunção mitocondrial. 

Mais recentemente, Thenmozhi e colaboradores (2018) observaram que o tratamento 

com hesperidina atenuou o acúmulo de alumínio, o déficit colinérgico e a perda de 

memória, induzidas pela exposição ao cloreto de alumínio e eles correlacionaram 

esses efeitos a capacidade antioxidante da hesperidina.  

Antunes et al. (2016) identificaram o efeito protetor da hesperidina sobre a 

neurotoxicidade induzida pela 6-OHDA em camundongos, através do aumento dos 

níveis de DA, da diminuição das espécies reativas e melhora dos parâmetros 

comportamentais, sugerindo que a hesperidina poderia ser útil como terapia para o 

tratamento da DP. 

Corroborando com dados da literatura, os nossos resultados indicam que a 

hesperidina pode apresentar efeito neuroprotetor, impedindo algumas alterações 

neuroquímicas e comportamentais induzidas pela neurotoxina LPS e, portanto, 

apresenta-se como uma ferramenta farmacológica em potencial, fornecendo 

subsídios para a continuidade de estudos futuros e sua possível aplicação no 

desenvolvimento de estratégias neuroprotetoras contra a DP.  
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6 CONCLUSÃO 
 

 

O presente estudo demonstrou que o tratamento com hesperidina via i.p., 

durante 14 dias foi efetivo em atenuar os seguintes danos provocados pela 

administração intranigral da neurotoxina LPS em ratos: 

 

• Déficits motores induzidos pelo LPS no teste do teste do Rotarod; 

• Aumento de nitrito/nitrato em determinadas áreas cerebrais; 

• Aumento de MDA em determinadas áreas cerebrais. 

 

Esses resultados sugerem um potencial terapêutico da hesperidina no 

tratamento da Doença de Parkinson. Dessa forma, estudos subsequentes 

empregando a hesperidina devem ser encorajados a fim de se aprofundar os 

conhecimentos acerca de suas propriedades farmacológicas e possíveis aplicações 

no tratamento DP. 
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