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RESUMO

A Doenca de Parkinson (DP) ¢ uma condigdoneurodegenerativaassociada com tremor,
rigidez, deméncia e sintomas gastrintestinais, como constipagdo, disfagia, ndusea e vomito.
Esses sinais e sintomas estdo relacionados com a morte dos neurdnios dopaminérgicos
localizados na substancia negra pars compacta do sistema nervoso central (SNC), responsavel
pelo distirbio de movimento caracteristico ¢ a disfuncdo do nervo vago. Embora existam
tratamentos disponiveis, eles estdo restritos ao alivio dos simtomas e ndo apresentam efeitos
na recuperacao da lesdo ou bloqueio da progressao da doenga. Pesquisas apontam o uso de
compostos de origem vegetal, como uma alternativa promissora nesse aspecto.Obeta-
cariofileno (BCP), um importante canabinoide derivado de 6leos essenciais de diferentes
espécies, tem apresentado propriedades farmacoldgicas em diferentes tipos de células e
tecidos. No entanto, seus efeitos na doen¢a de Parkinson ainda nao foram devidamente
demonstrados. O presente estudo tem como objetivo estudar os efeitos do BCP no modelo de
DP induzida por 6-OHDA em ratos, abordando as alteragdes na motilidade gastrointestinal.
Ratos Wistar machos (250-300g) foram submetidos a injecdo unilateral intraestriatal de 6-
OHDA (21 pg) ou salina 0,9% (6ul/ animal) no grupo Sham. O tratamento foi iniciado 1 hora
depois da cirurgia, os animais receberam BCP (15, 50 e 100mg/kg) ou salina via gavagem por
21 dias. No 14° dia de tratamento, foram iniciados os testes comportamentais (campo aberto,
apomorfina erotarod). Ao final dos testes, apds 24 horas da ultima administragdo de BCP
ousalina, os animais foram sacrificados para realizar o esvaziamento gastrico ¢ a retirada das
areas cerebrais (hipocampo (HC), cortex pré-frontal (CPF), corpo estriado direito (CED) e
corpo estriado esquerdo (CEE)) para os ensaios neuroquimicos (peroxidacdo lipidica
(TBARS), dosagem de glutationa reduzida (GSH) e dosagem de nitrito/nitrato).Os resultados
mostraram que a 6-OHDA reduziu o nimero de cruzamentos ¢ aumentou o tempo de
imobilidade dos animais no teste do campo aberto, quando comparado ao Sham, o tratamento
com BCP, principalmente na dose de 15mg/kg foi capaz de reduzir alguns desses efeitos. No
teste rotacional 6-OHDA aumentou significativamente o numero de rotagdes contralaterais
quando comparado ao Sham, comprovando a indugao do modelo, o BCP em todas as doses
foi capaz de reverter esse parametro. No rotarod 6-OHDA reduziu o tempo de laténcia da
primeira queda e o tempo de permanéncia na barra giratdria e esse efeito foi revertido
significativamente apenas com o tratamento com BCP na menor dose (15 mg/kg). A lesdo
com 6-OHDA provocou aumento da peroxidagao lipidica e do estresse oxidativo, assim como
reduziu os niveis de GSH, em todas as areas cerebrais testadas, o tratamento com BCP,
principalmente nas menores doses reduziu esses efeitos. Os efeitos no SNC repercutiram no
trato gastrintestinal (TGI) dos animais lesionados, onde verificou-se aumento do tempo de
retencdo, que foi revertido no tratamento com BCP nas doses de 15 ¢ 100 mg/kg. Esses
efeitos na motilidade do TGI podem estar correlacionados com o aumento do estresse
oxidativo nessa regido e novamente o BCP promoveu redugdo desses parametros,
especialmente da peroxidacdo lipidica.Conclui-se que s@o necessarios mais estudos para se
obter dados mais consistentes, entretanto ha indicios de que BCP possa ser eficaz em relagao
a melhora dos danos motores provocados pela neurotoxina 6-OHDA, sendo, portanto, um
agente promissor na busca por novos tratamentos farmacologicos para a Doenga de Parkinson.

palavras-chave: doenga de Parkinson; Alteragdes gastrointestinais; teste comportamental;
beta-cariofileno; estress oxidativo.
ABSTRACT



Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder associated with tremor, rigidity,
dementia, and gastrointestinal symptoms (eg, constipation, dysphagia, nausea, vomiting).
These signs and symptoms relate to the dopaminergic neuronal death of the substantia nigra
pars compacta in the central nervous system, which causes characteristic movement disorders
and vagus nerve dysfunction. Although there are available treatments for PD, they are
restricted to symptom relief and have no effects on lesion recovery or disease progression.
Researches indicate the use of plant-derived compounds as a promising alternative on this
subject. The beta-caryophyllene (BCP), an important cannabinoid derived from essential oils
of different species, has demonstrated pharmacological properties in different types of cells
and tissues. However, its effects on PD have not been properly demonstrated. This study aims
to analyse the BCP effects on the 6-OHDA-induced PD model in rats, by addressing
alterations of gastrointestinal motility. Male Wistar rats (250-300g) underwent unilateral
intrastriatal injection of 6-OHDA (21 pg) in the experimental groups or 0.9% saline (6pl/rat)
in the Sham group. One hour after surgery, the rats received BCP (15, 50, and 100 mg/kg) or
0.9% saline via oral gavage for 21 days. On the 14th day of treatment, the rats underwent
behavioural tests (open field, apomorphine, and rotarod). Finally, 24 hours after the final
administration of BCP or 0.9% saline, the rats were sacrificed in order to perform gastric
emptying and brain areas removal (hippocampus, prefrontal cortex, and striatum) for
neurochemical assays (lipid peroxidation, reduced glutathione, and nitrite/nitrate
determination). In the open field test, 6-OHDA reduced the number of crossings and raised
the time of immobility; the administration of BCP, mainly at 15 mg/kg, reduced some of these
effects, when compared to the Sham group. In the apomorphine-induced rotation test, 6-
OHDA raised the number of contralateral rotations, when compared to the Sham group; the
administration of BCP at all doses reversed this effect. In the rotarod test, 6-OHDA reduced
the latency time to fall and duration of permanence in the revolving bar; the administration of
BCP only at the lowest dose (15 mg/kg) reversed this effect significantly. In all tested brain
areas, 6-OHDA raised the lipid peroxidation/oxidative stress and diminished the reduced
glutathione levels; the administration of BCP, mainly at low doses, reversed these effects. The
central nervous system alterations reverberated in the gastrointestinal tract of the injured rats,
in which a raise of transit time occurred; the administration of BCP at 15 and 50 mg/kg
reversed this effect. These gastrointestinal alterations may be associated with the rise of
oxidative stress locally; the administration of BCP also reduced these parameters, especially
lipid peroxidation. A rise of studies are of utmost importance for more consistent results,
though BCP appears to be effective in reducing motor disorders which were induced by the
neurotoxin 6-OHDA. The BCP is a promising factor in the search for new pharmacological
treatments for PD

Key-words: Parkinson's disease; Gastrointestinal changes; behavioral testing; beta-
caryophyllene; oxidative stress.
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Quadro 1.

LISTA DE QUADROS

Animais utilizados no teste das doses do BCP
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VO
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1. INTRODUCAO

1.1 A Doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) ¢ uma das desordens neurodegenerativas
relacionadas com a idade mais prevalentes, sendo a segunda doenca neurodegenerativa mais
comum apds a doenga de Alzheimer, estima-se que aproximadamente sete a 10 milhdes de
pessoas sofrem de DP em todo o mundo. A faixa de prevaléncia para esta doenga na quarta
década (30-39 anos) ¢ de aproximadamente 41 individuos por 100.000 e aumenta para
aproximadamente 1900 individuos por 100.000 entre os critérios de idade de 80 anos ou mais.
Estima-se que os homens sejam afetados com DP 1,5 vezes mais que as mulheres (PAUL E
YADAYV, 2020).

Com relacao a mortalidade da DP, ela ndo aumenta, comparada com individuos
ndo afetados na primeira década apds o diagnéstico de DP, mas aumenta a partir dai. A
medida que a populacdo global envelhece, espera-se que a prevaléncia de DP aumente
dramaticamente, dobrando nas proximas 2 décadas. Acompanhando esse aumento, o 6nus
social e econdmico da DP aumentard, a menos que sejam identificados tratamentos, curas ou
meios de prevencao mais eficazes (SIMON et al., 2020).

Costuma instalar-se de forma lenta e progressiva, em geral em torno dos 60 anos
de idade, embora 10% dos casos ocorram antes dos 40 anos (parkinsonismo de inicio precoce)
e até em menores de 21 anos (parkinsonismo juvenil). Afeta ambos os sexos e todas as ragas e
¢ caracterizada pela morte seletiva dos neuréniosdopaminérgicos localizados na substancia
negra pars compacta no sistema nervoso central (SNC). Esses neurdnios sdo produtores do
neurotransmissor dopamina, envolvida na coordenacdo no sistema motor. Apesar da etiologia
desta doenga ser desconhecida, todos os pacientes com DP apresentam no sistema nervoso
central e periférico os chamados "corpos de Lewy", que sdo agregados intracelulares de a-
sinucleina mal dobradas (MAZZETTI et al., 2015).

A destruicdo dos neurdniosdopaminérgicos resulta nas caracteristicas
fundamentais da doenga: disfun¢ao motora, incluindo a lentiddo dos movimentos, tremor de
repouso, rigidez, distirbios da marcha e instabilidade postural. A extensdo da perda ¢
profunda, com destruicdo de pelo menos 70% dos neurdnios quando aparecem pela primeira
vez os sintomas; com frequéncia, observa-se uma perda de cerca de 95% dos neurdnios na

necropsia (WU; HALLETT; CHAN, 2015).
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A DP normalmente afeta um lado do corpo antes de progredir e envolver o outro
lado. Ha um constante agravamento dos sintomas ao longo do tempo, e se nao tratada, leva a
deficiéncia com imobilidade severa. Embora os sintomas motores da DP dominem o quadro
clinico, e at¢ mesmo definam a sindrome parkinsoniana, muitos pacientes com DP tém outras
queixas que foram classificadas como ndo-motoras. Estas incluem fadiga, depressdo,
ansiedade, disturbios do sono, constipacdo, disfagia, incontinéncia urindria e outros
distirbiosautondmicos (sexuais, gastrointestinais), queixas sensoriais, diminui¢do da
motivacao e apatia, lentiddo no pensamento (bradifrenia), ¢ um declinio cognitivo que pode
evoluir para deméncia(OU et al., 2016).

A maioria dos casos de DP provavelmente tem uma etiologia multifatorial,
resultante dos efeitos combinados de fatores ambientais e genéticos. A exposi¢do a produtos
quimicos toxicos e traumatismos cranianos pode aumentar o risco de DP, enquanto certos
fatores no estilo de vida podem diminuir o risco. Os fatores de suscetibilidade genética podem
modificar os efeitos das exposi¢des ambientais. Embora mutag¢des identificaveis em certos
genes causem DP em cerca de 5% a 10% dos casos, essas mutagdes estdo ausentes na maioria
das pessoas com DP. Além disso, as mutagdes genéticas associadas a DP mais comuns tém
apenas uma parcela dos portadores com o fenotipo correspondente, indicando que outros
fatores ambientais ou genéticos estdo envolvidos. Um estudo comparando taxas de
concordancia em gémeos monozigoticos e dizigéticos estimou a herdabilidade da DP em
apenas 30%, sugerindo que a maioria do risco de DP esté relacionada a fatores ambientais e
comportamentais (SIMON et al., 2020; GOLDMAN et al., 2019).

A DP ¢ um disturbio complexo, com fatores ambientais e genéticos convergindo
para um conjunto comum de vias que levam a lesdo neuronal, incluindo disfuncdo
mitocondrial, estresse oxidativo, agregacdo de proteinas, autofagia prejudicada e
neuroinflamagdo (BHAT el al., 2015; KWAKYE et al., 2017).

A doenca de Parkinson (DP), embora seja a segunda doencga neurodegenerativa
mais prevalente, ainda ndo tem um tratamento definitivo. Os tratamentos atuais sdo
geralmente focados na elevagdo do nivel dedopamina DA no cérebro e a levodopa (LD) ¢ a
droga considerada padrdo-ouro no tratamento da DP. No entanto, seus efeitos benéficos sdo
percebidos principalmente nos primeiros anos de tratamento, necessitando aumento da dose a
medida que a doenca progride. E efeitos colaterais como sintomas gastrointestinais,
movimentos involuntarios e hipotensdo ortostatica sdo inevitaveis ao longo do tratamento.
Além disso, muitas vezes surgem complicacdes em pacientes com DP quando diferentes tipos

de resposta motora ocorrem em magnitude variada, como a discinesia (um movimento
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involuntario comum no tratamento a longo prazo com LD) ou os fendmenos de flutuacao
motora, como o on-off e o wearing off ( BALESTRINO E SCHAPIRA, 2020).

Agonistas da dopamina (DA), inibidor da Catecol-Orto-MetilTransferase
(COMT), anticolinérgicos e inibidor da monoamina (MAQ) sdo outras drogas usadas na DP.
Mas os efeitos colaterais associados a essas drogas e muitas vezes a resposta terapéutica
insatisfatéria por vezes impossibilitam um tratamento adequado (PAUL E YADAV,
2020).Além disso, existem muitos desafios na administracdo de medicamentos aos pacientes
com DP, por vezes decorrentes das alteragdes gastrintestinais que modificam a

farmacocinética das drogas (PAUL E YADAYV, 2020).

1.2Doenca de Parkinson e as alteracoes gastrointestinais

Estima-se que cerca de 30% dos pacientes com DP sofrem de disturbios
gastrointestinais. Embora distarbios da motilidade do estomago e do célon sejam frequentes,
qualquer por¢do do trato gastrointestinal pode ser afetada. Curiosamente, o inicio da
constipagdo geralmente precede os sintomas motores da DP e piora com a progressdo da
doenga. Tempos de transito colonico prolongados foram documentados na doenca e sdo
consistentes com sintomas de constipagdo. Além disso, o desenvolvimento da constipacao ¢
independente da idade ou atividade fisica (LIDDLE, 2018).

Parece haver uma relagdo cronoldgica e anatdmica da progressdo da DP. A
identificacdo de alteragdes patoldgicas nos neurdnios olfativose no nervo vago sugeriu que a
DP pode acometer varioslocais antes de afetar o cérebro (BRAAK et al., 2006). Além disso,
foidemonstrado que a a-sinucleina ¢ transportadanas direcdes anterdgrada e retrograda no
vagonervo, favorecendo a hipdtese de que o acimulo aberrante de a-sinucleinacomeca no
intestino e progride através do nervo vago para o cérebrolevando a DP (ULUSOY et al.,
2017). Como a patogénese da DPainda permanece desconhecida, no entanto, ha
consideraveisevidéncias de que o sistema nervoso entérico ¢ um local de inicio precoce da
doenca (REICHMANN, 2011).

Com relacdo as possiveis causas do acumulo de o-sinucleina no trato
gastrintestinal, uma das mais estudadas ¢ a alteragdo da microbiota intestinal. Recentemente,
foi demonstrado que a composicao domicrobioma intestinal difere entre pacientes saudaveis e
individuos com DP (UNGER et al.,, 2016). Além disso, essas alteragdes da microbiota
intestinal podem estar correlacionadas com sintomas de DP eassociadas a um envolvimento

mais extenso da o-sinucleinano sistema nervoso entérico. No entanto, ndo se sabe se as
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alteracdes da microbiota intestinal encontradas em pacientes com DP desempenham um papel
causal na patogéneseda doenca ou sdo simplesmente umaconsequéncia da doenca
(KLINGELHOEFER E REICHMANN, 2015).

Os sintomas associados as disfungdes gastrintestinais em pacientes com DP
podem ser variados, embora os mais comuns sejam a constipagdo, disfagia, dificuldade de
mastigagao, retardo do esvaziamento gastrico, boca seca ou excesso de salivacaoe o refluxo
gastroesofagico.A constipacdo ¢ um dos sintomas ndo motores mais prevalentes, afeta mais de
50% dos portadores da DP e 87 % dos que sofrem de problemas gastrintestinais. Como
consequéncia, podem sofrer com inchaco abdominal, dores e nauseas. Além disso, a
constipacao se manifesta entre 10 a 20 anos antes dos sintomas motores da DP (CERSOSIMO
etal., 2012).

A disfagia pode estar relacionada aos problemas motores e também ao
comprometimento da motilidade da faringe e do esofago. Na DP, o retardo no esvaziamento
gastrico pode causar nduseas, desconforto abdominal e contragdes estomacais anormais e
podem alterar a absor¢do da L-DOPA e facilitar a absor¢do de neurotoxinas. Os sintomas
gastrintestinais ndo melhoram com a terapia dopaminérgica convencional, portanto, o
tratamento farmacoldgico para a constipagdo inclui uso de laxantes diariamente (ex:
polietilenoglicol), agonistas do receptor 5-HT4, antagonistas dos receptores dopaminérgicos
periféricos, colinomiméticos e misoprostol (WOLTERS, 2009). Portanto, a descoberta de
agentes que possam auxiliar no tratamento da doenga de Parkinson modulando as alteragdes
no TGI sdo de suma importancia.

Com isso, apesar da comprovagao de que a DP altera a motilidade gastrointestinal,
ainda ndo se tem conhecimento do impacto dessa alteracdo na absor¢do e secre¢do de
moléculas no TGI. Muitos estudos afirmam que héa influéncia negativa sobre a terapia oral
antiparkinsoniana, como ma absorc¢ao causada pelo esvaziamento gastrico tardio e/ou tempos
de transporte prolongados, o que pode levar a perda de efeito de medicagdo, acumulacao de
doses ou até flutuacdes motoras. Além disso, a desnutricdo ¢ outro fator associado a DP, o que
pode estar relacionado também as modificagdes no controle da absor¢do e secrecdo de

moléculas pelo TGI (CHAUDHURI et al., 2016).

1.3 Modelo animal da Doenc¢a de Parkinson em roedores induzido por 6-
hidroxidopamina (6-OHDA)

O uso de animais e células para mimetizar diferentes aspectos da Doenga de

Parkinson possibilita o estudo tanto da progressao da doenca, como também permite explorar
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possiveis tratamentos. Embora, nenhum dos modelos animais ou celulares atuais de DP
contemplem todas as caracteristicas fisiopatologias prevalentes desta doenca em humanos,
eles tém contribuido amplamente para o conhecimento da Doenga de Parkinson. Atualmente
existem modelos animais e celulares induzidos por toxinas e modelos genéticos (JAGMAG et
al., 2016).

A 6-hidroxidopamina (6-OHDA), ¢ um metabdlito hidroxilado de dopamina, com
efeito seletivo sobre neurdnios catecolaminérgicos, devido a sua analogia estrutural as
catecolaminas. Desta forma a 6-OHDA ¢ captada por estes neurdnios através do sistema de
transporte de alta afinidade presente em seus terminais (DAT), que transporta a toxina dentro
dos neurdniosdopaminérgicos, produzindo peroxido de hidrogénio, radicais superdxido e
radicais hidroxila durante a sua auto-oxidacdo, conduzindo a geracdo de espécies reativas de
oxigénio e, em ultima analise, a citotoxicidade relacionada com o stress oxidativo
(PERLBARG et al., 2018).

A 6-OHDA causa neurotoxicidade dopaminérgica, gerando espécies reativas de
oxigénio (ERO), quinonas e, finalmente, causa a progressio da DP mediada por
neuroinflamagdo. Geralmente o 6-OHDA ¢ usada mais comumente por inje¢do unilateral no
feixe do cérebro anterior do rato. Cerca de 60% dos neurdnios dopaminérgicos da tirosina
hidroxilase (TH) sdao mortos devido a essa injecdo unilateral, responsavel pela perda de
terminais positivos para TH no estriado do circuito dos ganglios da base. Para testar a
hipotese de degeneragdo retrograda, varios pesquisadores injetaram esse composto
diretamente no estriado. O 6-OHDA cria um comportamento motor assimétrico devido a sua
injecao unilateral, que costumava ser chamada de modelo de Hemiparkinsonismo e pode ser
verificada através de testes, como o teste rotacional utilizando apomorfina como agonista
dopaminérgico (RAI E SINGH, 2020).

A lesdo causada pela 6-OHDA imita muitas caracteristicas cruciais de neurdnios
em degeneracao observada em amostras de DP humanos, que incluem oxidagdo e nitragdo de
proteinas, a inibi¢do do proteassoma, o aumento da ubiquitinacdo de proteinas, a deplecdo de
glutationa reduzida (GSH), e o acaimulo de proteinas de sinalizagdo ativadas (ZHANG et al.,
2015).

O modelo com 6-OHDA é um dos modelos mais utilizados, além de induzir
alteragdes ndo motoras que ndo sdo bem compreendidas, podendo assim, ser utilizado para

estudar a fisiopatologia do distirbio no TGI na DP e possiveis intervengdes farmacologicas.
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1.4Beta-cariofileno e doenca de Parkinson

O beta-cariofileno (B-cariofileno ou BCP), ¢ um sesquiterpeno biciclico presente
em Oleos essenciais de espécies vegetais como o manjericdo (Ocimum spp), canela
(Cinnamomum zeylanicum), lavanda (Lavandula angustifolia), maconha (Cannabis sativa),
orégano (Origanum vulgare), pimenta-do-reino (Piper guineense) e alecrim (Rosmarinus
officinalis). Esse composto apresenta um odor “amadeirado” e picante, e ¢ empregado em
produtos de panificacdo, condimentos, doces e bebidas alcoolicas e ndo-alcdolicas.0 BCP
apresenta baixa solubilidade em agua, o que sugere sua elevada afinidade pela membrana
celular e capacidade de transposicao da barreira hematoencefélica (FIDYT et al., 2016).

Estudos mostram que o BCP pode agir como agonista do receptor canabindide
tipo 2 (CB2R) por uma ligacdo seletiva. Evidéncias crescentes relatam que o CB2R ¢
distribuido no sistema nervoso central (SNC), incluindo neurénios e células da glia
(GERTSCH et al., 2008).

Existe um amplo consenso que o estresse oxidativo, disfun¢do mitocondrial,
disfuncdo ubiquitina-proteassoma, resposta inflamatéria, toxicidade excitatoria de
aminodcidos e apoptose tem demonstrado participar da patogénese da DP. Nos ultimos anos,
os receptores canabindides (RBCs) surgiram como um alvo terapéutico promissor para varias
doengas neurologicas. O potencial papel neuroprotetor dos RBCs gerou muitos interesses em
varias doengas neurodegenerativas, incluindo DP. De fato, a ativacdo de RBCs demonstrou
atenuar respostas inflamatorias; um dos fatores desencadeantes da patogénese da DP (JIANG
E DICKSON, 2018; HAN et al., 2020).

Alguns pesquisadores descobriram que os ratos exibiram intensa regulagdo
positiva dos receptores CB2 quando receberam inje¢ao de lipopolissacarideo (LPS) no SN.
Estudos confirmaram que os receptores CB2 ativados diminuiram a ativacao da microglia,
atenuando a neuroinflama¢do e a degeneragdo progressiva dos neur6nios dopaminérgicos
nigrostriatais associados a DP (GARCIA et al., 2011). Além disso, alguns ligantes seletivos
dos receptores CB2, como JWH-015 ¢ BML-190, podem reduzir a neurotoxicidade dos
sobrenadantes das células THP-1 com a adi¢do da combinacao estimulante de LPS e IFN-y
(KLEGERIS et al., 2003).

Gomez-Galvez e colaboradores (2016)mostraram o papel anti-inflamatério do
CB2R ativado usando o agonista seletivo HU-308 em camundongos transgénicos
lesionadoscom lipopolissacarideo (LPS). A injecdo intrastriatal de LPS resultou na ativagao

da microglia e expressdo de CD68, o que causou uma resposta inflamatoria nos camundongos.
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Além disso, a ativacdo de CB2R atenuou a expressdo de CD68 no estriado, juntamente com a
regulacao negativa da tirosina hidroxilase (TH) e iNOS estriatal.

Nesse sentido, diversos estudos utilizando o beta-cariofileno foram
desenvolvidos.Gertsch e colaboradores (2008) relataram que o tratamento com -cariofileno
(BCP), um agonista natural do receptor CB2, demonstrou atenuar a degenera¢ao do neurénio
DA do SNpc e estriado, e a regulacdo negativa de citocinas inflamatérias e iNOS em um
modelo de DP induzido por rotenona em camundongos.

Javed e colaboradores (2016), mostraram que o p-cariofileno atenuou a
degeneracao do neurénio DA do SNPC e do estriado, juntamente com a ativagdo das células
gliais e a regulacdo negativa de citocinas inflamatorias ¢ iINOS em um modelo de
camundongo induzido por rotenona. Além disso, a regulacdo positiva da atividade da
glutationa (GSH), superoxido dismutase (SOD) e catalase devido a ativagdo do CB2R
mostrou exibir efeito neuroprotetor. Camundongos tratados com 6-iodopravadolina (AM630),
um antagonista do CB2R, mostraram a regulacdo negativa desses mediadores neuroprotetores
e aumento da peroxidacao lipidica.

Em outros estudos o CB2R ativado pelo [-cariofileno exibiu um efeito
neuroprotetor no modelo murino induzido por MPTP, em que a disfun¢do motora foi atenuada
pela prevengdo da perda neuronal da SNPC, que diminuiu ainda mais a resposta inflamatoria
(VIVEROS-PAREDES et al., 2017;FLORES-SOTO et al., 2021). Chung e colaboradores
(2016), também utilizandoo modelo de MPTP em camundongo, mostraram que a ativagdo do
CB2R pelo JW-133 atenuou a degeneracdo neuronal principalmente por meio da supressao de
danos a barreira hematoencefalica no sangue. Também foi observada baixa regulacdo da
expressao astroglial de mieloperoxidase (MPO), iNOS, citocinas inflamatorias e atenuagdo da
ativagdo microglial. BCP também mostrou efeitos neuroprotetores contra a DP induzida por
rotenona e estes efeitos podem ser atribuidos as suas potentes atividades antioxidantes e
antiinflamatorias(OJHA et al., 2016).

Além disso, foi demonstrado que o BCP exerce efeitos profilaticos e / ou
curativos contra doengas inflamatorias intestinais por meio de sua ag¢do antioxidante e / ou
antiinflamatoéria (CHO et al, 2007).

Dado os efeitos neuroprotetores do BCP, ¢ importante estudar melhor seus efeitos
na doenca de Parkinson e analisar uma possivel influéncia na melhora da absor¢do no TGI,
auxiliando aassimilacdo de nutrientes e dos farmacos, o que contribuiria para uma melhor

qualidade de vida dos pacientes que apresentam DP.



22

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos do BCP no modelo de DP induzido por 6-OHDA em ratos

2.2 Objetivos especificos

o Investigar as alteracdes da motilidade gastrintestinal dos animais submetidos ao

modelo de DP.

o Avaliar os efeitos do BCP sobre o desempenho motor através do teste do campo

aberto, teste rotacional e rotarod em animais submetidos ao modelo de DP;

o Analisar os efeitos do BCP sobre a peroxidacao lipidica, formagao de nitrito/nitrato e

GSH nas areas cerebrais dos animais submetidos ao modelo de DP.
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3. METODOLOGIA
3.1 Materiais

Para inducdo da D.P, foi utilizado a6-Hidroxidopamina — 6-OHDA(Sigma-Aldrich)
(Agente Oxidante), Acido ascorbico(Sigma-Aldrich), diluidos em salina 0.9%, armazenado
em Eppdorff na cor amba.

Para anestésico foram utilizados wuma solugdo de Ketamina(Syntec),
100mg/KgcomXilazina(Konig) 50mg/Kg em uma propor¢ao de 2/1.

Para o tratamento, foram utilizados o Beta-Cariofileno(Sigma-Aldrich) nas doses de
15, 50 e 100 Mg/kg diluido em TWEEN 80 P.S (Polissorbato)(Sigma-Aldrich)com solugdo
salina 0,9% e a Solucado salina no grupo Sham.

Para o teste comportamental Rotacional, foram utilizados Apomorfina(Sigma-Aldrich)
3mg/Kg, Ac. Ascorbico(Sigma-Aldrich)diluidos em Agua destilada (H,Odestilada).

Para o Esvaziamento Gastrico, foi utilizado uma solugdo glicosada de Vermelho de
Fenol(Sigma-Aldrich) 0,50 mg/mL e Glicose a 5% do volume, como corante marcador e
Hidréxido de So6dio NaOH(Sigma-Aldrich) nas propor¢des 0.IN, 0.5N diluido em H,O
destilada e Acido Tricloracético(Sigma-Aldrich) a 50%.

Solugdao Fosfato 150 mM para Homogetatos de Nitrito/Nitrato e TBARS, foram
utilizados: Fosfato de Potéssio Monobaésico(Sigma-Aldrich), Fosfato de
PotassiioDibasico(Sigma-Aldrich) e H,O destilada.

Para a determinagdo da produgdo de nitrito, foram utilizados os seguintes reagentes:
Acido Fosforico(Sigma-Aldrich)a 5%, Sulfonilamida(Sigma-Aldrich)1% e NEED 1% - (N-
(1-Naphthyl)ethylenediaminedihydrochloride)(Sigma-Aldrich), H,O.

Para determinacdo da produg¢do de TBARS foram utilizados os seguintes reagentes:
Fosfato de Potassio Monobdasico (Sigma-Aldrich), Fosfato de PotassiioDibasico (Sigma-
Aldrich) e H,O destilada. Acido perclérico (Sigma-Aldrich) 35%, Acido Tiobarbitdrico
(Sigma-Aldrich) 1,2% e HO.

Para a determinacdo da concentratragdo da Glutationa Reduzida — GSH, foram
utilizados os seguintes reagentes: EDTA (Sigma-Aldrich) 0.02M, TRIS HCL (Sigma-Aldrich)
0,4M, Acidotricloracético — TCA (Sigma-Aldrich) 50%, DTNB (Sigma-Aldrich) 0.01M,
metanol P.A-ACS (Sigma-Aldrich), Glutationa (Sigma-Aldrich) para curva padrdo e H,O.
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3.2 Animais

Foram utilizados 80ratos Wistar machos (Quadro 1) pesando entre 250 —300g (n =
08 pergrupo), provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara. Os mesmos
foram acondicionados em caixas grandes de armazenamento padrdo para ratos e com
capacidade maxima de 06 animais por caixa a temperatura média de + 22°C em ciclos de
alternancia claro/escuro de 12 horas, recebendo ragdo padrdo e dgua ad libitum.

O projeto foisubmetidosob protocolo n° 15/18 e aprovado pelo CEUA da
UFC/campus Sobral.

Quadro 1. Animais utilizados no teste das doses do BCP

Testes Grupos Total
Sham 6-OHDA BCP15 BCPS0 BCP100
Nitrito/nitrato e TBARS 8 8 8 8 8 40
GSH 8 8 8 8 8 40
Total 80

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3Delineamento experimental

Para avaliar os efeitos da DPfoi realizado o modelo de indugdo por injecao
unilateral 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Para isso, os animais foram divididos
aleatoriamente em grupos de 08 animais e anestesiados através da administragdo de ketamina
(20 mg/kg, i.p.) e xilasina (10 mg/kg, i.p.) e, logo em seguida, submetidos a inje¢ao
intraestriatal de 6-OHDA (18 pg/ animal) para inducdo da lesdo de neur6niosdopaminérgicos
com auxilio de coordenadas estereotaxicas (AP 0,9/1,4; ML 3.8; DV 3,3 a partir do bregma),
de acordo com o atlas de Paxinos ¢ Watson (PAXINOS; WATSON 1986), usando uma
seringa Hamilton. A seringa ficou fixada no local de aplicagdo por 3 minutos para assegurar
que todo o seu conteido tenha sido injetado corretamente.A diluicdo da 6-OHDA foi
realizada associada com 4cido ascorbico e Salina 0.9%. Nos animais do grupo Sham foram
realizados os mesmos procedimentos, utilizando solugdo salina 0,9%intraestriatal (KIM et al,

1998). Na Figura 1, pode-se observar um esquema experimental de indu¢do do modelo de DP.
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Figura 1.Modelo de Doenca de Parkinson induzido por injecdo unilateral de 6-

hidroxidopamina (6-OHDA).
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

O tratamento foi iniciado 1 hora depois da cirurgia, os animais receberam BCP
(15, 50 e 100mg/kg) ou salina via gavagem por 21 dias. No 14° dia de tratamento, foram
iniciados os testes comportamentais (apomorfina,rotarod e campo aberto) em dias alternados.
Ap0s 24 horas da tltima administracdo de BCP ou salina, os animais foram sacrificados para
realizar o esvaziamento gastrico e a retirada das areas cerebrais (hipocampo (HC), cortex pré-
frontal (CPF), e corpo estriado direito (CED) e corpo estriado esquerdo (CEE)) e por¢des do
TGI (E, P, M e D) para os ensaios bioquimicas peroxidacao lipidica (TBARS), dosagem de

glutationa reduzida (GSH) e dosagem de nitrito/nitrato, como ilustradonaFigura?2.
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Figura 2.Esquema do protocolo experimental

Cirurgia Tratamento 21 dias
Dia1 | 14 17e 19 20 22
i 1 >

v \ 4 v v v
Salina0,9% | —»> Salina0,9% (Sham) ! Teste | | Rotarod : I Campo ! | -Sacrificio :
: rotacional j : 17-Adaptagio | :_ aberto | | -Esvaziamento |
o TTTTTT 19 - Teste . I gastrico !
-Salina 0,9% bo-mmmmm- | - Dissecagio |

6-OHDA -BCP 15

-BCP 50
-BCP 100

Fonte:

Elaborado pelo autor.

3.4TestesComportamentais

3.4.1Teste Rotacional

Os animais foram submetidos ao teste rotacional nos 14° dias de tratamento com o
BCP ou Salina a 0.9%. O comportamento rotacional foi determinado através do
monitoramento das rotagcdes induzidas pela apomorfina (3 mg/kg, i.p.), que induz um
comportamento rotacional na dire¢do contraria a lesdo (lado contralateral) ¢ o nimero de
rotacdes completas em volta do proprio eixo (Y lateral), apds receberem a dose de
Apomorfina, os mesmos foram colocados em um recipiente observados durante 60 minutos

(KIM et al., 1998)(Figura 3).

Figura 3. Teste Rotacional induzido por Apomorfina
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TESTE ROTACIONAL

3.4.2Teste do RotaRod

Os animais foram colocados com as quatro patas sobre uma barra separada por amplas
abas que possibilitam a anélise comportamental de cada animal. No modelo para ratos, sdo
quatro divisoes, cujo rotor apresenta diametro de 7 cm, possibilitando o estudo simultaneo de
4 animais, com uma rotagdo de 4 a 40 rpm, por um periodo de 300 segundo (5 min) (Figura
4). Os seguintes pardmetros sdo registrados: tempo de laténcia (segundos) e tempo de
permanéncia na barra giratdria (segundos). Os animais foram adaptados ao equipamento no
17°diaantes da avaliagdocom uma rotagdo de 4 a 15rpme o teste validacdo no 19° dia de
tratamento com o BCP ou Salina a 0.9%com uma rotacao de 4 a 40 rpm(DUNHAM; MIYA,
1957).

Figura 4. Teste de Rotarod em ratos

ROTAROD
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3.4.3Teste do campo aberto

Este teste foi realizado 20° para analisar a atividade exploratdria do animal, bem
como o comportamento emocional (ARCHER, 1973). O aparato para ratos ¢ feito de madeira
formicada (paredes brancas e piso preto, 60 x 60 x 60 cm) e dividido em 16quadrantes iguais.
Apoés o tratamento por gavagem, os animais, um por vez, foram colocados no centro do
campo aberto e observado o nimero de cruzamentos com as quatro patas (atividade
locomotora espontanea), o nimero de levantamentos com as patas traseiras sem encostar nas
paredes (rearing), o nuimero de movimentos de autolimpeza (grooming) e o tempo de

imobilidade foram registrados durante um tempo de 300 seg (5 minutos) (Figura 5).

Figura 5. Teste de Campo aberto para ratos

CAMPO ABERTO

Atividade Locomotora Comportamentos

v, Numero de y Reari
= Cruzamentos | earmng
Tempo Parado ") . Grooming

-

3.5 Analises Neuroquimicas e Bioquimicas

3.5.1 Dissecacdo das dreas cerebrais
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Os animais foram devidamente eutanasiados por decaptacdo e apos, as areas
cerebrais hipocampo, corpo estriadodireito, corpo estriado esquerdo e coOrtex pré-
frontalforamremovidos dos encéfalos e armazenados em -80°C até o uso, realizacdo das
dosegensneruoquimicas, como da mesma forma, foram armazenadas as por¢des do TGI,

Estomago, parte proximal, medial e distal do intestino delgado, para as dosagens bioquimicas.

3.5.2 Determinacdo da concentracdo de nitrito

Para a determinagdo da producdo de nitrito, primeiramente foi preparado uma
curva padrdo. Para isso, foram pesados 6,9 mg de NaNO, e dissolvidos em 10 mL de agua
bidestilada (estoque-10mM) e feitas as dilui¢cdes em série (10 e 20 x), ficando 1 mM, 100 uM,
10 uM, 5 uM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,625 uM, 0,312 uM. A partir das dilui¢des, foi realizada
uma equagao da reta para o célculo das concentragdes do teste (GREEN et al.,1981). Para a
determinacdo da concentrag¢do de nitrito em cada tecido, foram preparados homogenatos das
areas cerebrais ¢ do TGI a 10% (1:9) em solu¢do de tampao fosfato 150 mM. Apds
centrifugacao a 11000 rpm a 4°C por 15 minutos, os sobrenadantes foram coletados e a
producdo de oxido nitrico (NO) determinada através da reagdo de Griess. Uma aliquota de 50
uL do sobrenadante foi incubada com 50 pL do reagente de Griess (dcido fosfoérico 5% +
sulfonilamida 1% diluida em dacido fosforico 5% + NEED (N-1-naftiletilenodiamono
dicloridrato) 0,1% + 4gua destilada, na propor¢do de [1:1:1:1]) sob temperatura ambiente por
10 minutos. A absorbancia foi medida em leitor de placa de ELISA no comprimento de onda
de 570 nm. A concentracdo de nitrito foi determinada a partir de uma curva padrdo de NaNO,

e os resultados foram expressos em micromolar (WM) de nitrito/nitrato por grama de tecido.

3.5.3 Determinacdo da Peroxidacdo Lipidica (TBARS)

O grau de lipoperoxidagdonasareasecerebraise do TGI
dosratosforammedidasatravés da determinacdo das concentragdes de substanciasreativas do
acidotiobarbiturico (TBARS), conforme o método de Draper e Hadley (1990).
Forampreparadoshomogenatos da area cerebral a 10% emsolugdo de cloreto de potéssio
(KCI). Um volume de 0,25 mL do homogeneizadocolocadoembanho maria por 1 hora a 37°C,
emseguidapreciptado com 0,4 mL de é4cidoperclorico a 37% e centrifugado (14000 rpm/15
min/4°C), o sobrenadantefoitransferido e adicionado 0,2 mL de acidotiobarbitirico 1,2%.
Apoésaagitacdo, essamisturafoimantidaem um banhomaria(95-100 °C) por 30 min. O conteudo

de TBARS foideterminadoemespectrofotometro a 535 nm. Osresultadosforam expressos
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emmicromol de malonildialdeido (MDA) por grama de tecido, tendo por base

umacurvapadrao.

3.5.4Determinacgdo da Concentracdo da Glutationa Reduzida (GSH)

Para a determinagdo da atividade antioxidante, nas areas ecerebraise do TGI dos
ratosfoi determinada a concentracdo da GSH. A medida do produto de reagdo formado foi
feita por leitura da absorbancia a 412 nm. Para a determinagdo da concentragdo de GSH, foi
construida uma curva padrdo solucdes a 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 ug/mL. O branco foi feito
com agua destilada e a cada tudo das solugdes de GSH sera acrescentado de 4 mL de tampao
Tris HCI1 0,4M (pH 8.,9). Para a determinagdo da equacdao da curva padrao de GSH, foi
adicionado ainda a cada tubo 0,1 mL de DTNB (0,01 M) e, logo apos, feita a leitura da
absorbancia a 412 nm. A concentragdo de glutationa reduzida foi expressa em pM de GSH/g

de tecido, tendo por base uma curva padrao.

3.6 Protocolo de estudo do Esvaziamento Gastrico (EG)

Para a avaliacdo da taxa de EG foi utilizada a técnica de retencdo fracional de
corante, ndo absorvivel ou secretado pelo trato gastrintestinal, originalmente descrita por
Reynel e Spray (1956), e bastante utilizada pelo Laboratorio de Fisiologia da UFC — Campus
de Sobral.

Ap6s 12h de jejum alimentar, os animais, receberam 1,5ml de uma refeicao-teste
composta por vermelho fenol (VF) na dose de 0,5 mg/ml e solugao de glicose a 5%, mediante
gavagem ou infusdo via canula duodenal.

Decorridos 10 minutos, os animais foramsacrificados através da decapitagdo e,
entdo, submetidos a laparotomia mediana com exposicao das visceras abdominais (estomago
e intestino delgado). Para tanto, foram realizadas ligaduras obstrutivas, primeiramente, ao
nivel da regido pilorica, com intuito de ndo mais permitir a passagem da refei¢do teste para o
duodeno, seguido por uma segunda ligadura do es6fago abdominal ao nivel da cardia. Apos as
duas primeiras ligaduras, o estbmago e o intestino delgado foram, entdo, cuidadosamente
removidos (exérese) e posteriormente estendidos sobre uma prancha, com intuito de se

determinar sua extensdo, mensurado em cm.
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Finalmente, uma terceira ligadura foi colocada no ileo terminal, ao nivel da jungdo
ileocecal. As visceras expostas foram divididas em quatro segmentos consecutivos: Estomago
(Et), Intestino proximal (P — inicial), intestino medial (M — intermedidrio) e Intestino distal
(Dt —final).

O intestino foi dividido nas seguintes propor¢des: P (40%), M (30%) e Dt (30%).
Para determinagao dos volumes das visceras, foi utilizada uma simples diferenca volumétrica,

como mostra a formula abaixo:

VOL. (v) = VOL. (t) - VOL. (p)
Onde:
Vol. (v) = Volume visceral.
Vol. (p) = Volume da proveta contendo 100ml.
Vol. (t) = Volume total [Vol. (p) + viscera].
Ap6s determinagao dos volumes, os segmentos viscerais, juntamente com o
NaOH 0.1M foramfragmentados através de homogeneizacdo utilizando um mixer. Apos
repouso de 20 min em temperatura ambiente,foram retirados 10ml do sobrenadante para uma
primeira centrifugacdo a 2800rpm durante 10min. Dessa primeira centrifugagcdo, foram
retirados Sml para que as proteinas contidas nesse volume sejam precipitadas em 0,5ml de
acido tricloroacético 20% (TCA) e, posteriormente, centrifugadas por 20min a 2800rpm. Por
fim, 3ml desse mais novo sobrenadante foram adicionados a 4ml de NaOH a 0,5N para
determinagdo, por espectrofotometria, da absorbancia (ABS) das amostras em 560nm de
comprimento de onda (Figura 6).
A retencdo percentual (%) da refeicdo teste (vermelho-fenol + glicose 5%) em

cada segmento foi calculada pela seguinte equagao:

Quantidade de VF recuperado ne segmento X

Retengdo no segmento X =
I da quantidade de VF recuperada nos segmentos do TGI

% — Somatorio; VF — Vermalho de fenol

A retencgdo fracional de corante em cada segmento foi utilizada para estimar o
transito intestinal da refeicdo de acordo com o método do centro geométrico. De acordo com
este principio, o produto da retengdo fracional de cada segmento (estomago, delgado 2,

delgado 3, delgado 4) ¢ obtido pelo digito identificador do respectivo segmento: (1, 2, 3, 4,
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respectivamente). A somatoria destes valores indica o centro geométrico da refeicao propelida
ao longo do intestino, aos moldes do centro de massa dos objetos.

A retengdo fracional da refeigdo pelo trato gastrintestinal, dada pelo somatodrio das
contagens dos segmentos (estdmago, delgado II, III, IV), sendo a reten¢do fracional de cada
segmento expressa como a percentagem desse total. O somatorio dos valores do produto entre
a retencdo fracional de cada segmento pelo seu digito identificador (respectivamente 1, 2, 3,

4) determina a posi¢ao do centro geométrico da refei¢ao.

Figura 6.Esquema do Esvaziamento Gastrico
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3.7Analises estatisticas

Para avaliar as diferencas estatisticas foi utilizado o teste “t” de Student e
ANOVA seguido do teste de Tukey para andlises comportamentais ¢ neuroquimicas. As
diferengas foram consideradas significativas quando p<0,05. Todos os célculosestatisticos

foram realizados utilizando o Software GraphPad Prism versao 8.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Resultados da Primeira Etapa: Analises Comportamentais
4.1.1 Campo aberto

4.1.1.1 Numero de Cruzamentos

A 6-OHDA reduziu significativamente o numero de cruzamentos (atividade
locomotora espontanea) dos animais, quando comparado ao grupo Sham, mostrando que
provavelmente os animais desenvolveram um déficit motor decorrente da lesdo estriatal
[Figura 7. Sham: 40,15+3,78 (13); 6-OHDA: 22,33+£3,82 (15) com p<0,05]. O tratamento
com BCP conseguiu reverter significativamente os efeitos da 6-OHDA apenas na dose de 15
mg/kg [Figura 7. BCP15: 39,25+£3,56 com p<0,05]. Entretanto, ndo conseguiu reverter os
efeitos da 6-OHDA nas doses de 50 e 100 mg/kg[Figura 7. BCP50: 33,18+3,29(11); BCP100:
29,334£5,3 (9)].

Figura 7.Analise do nimero de cruzamentos (atividade locomotora espontinea) durante o

teste do campo aberto dos animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias,
apés cirurgia estereotaxica. No 14° dia de tratamento, foram iniciados os testes
comportamentais (campo aberto, apomorfina e rotarod) em dias alternados. Os dados estdo
expressos em médias = EPM. One-way ANOVA, teste de Tukey. Onde: a vs SHAM com
p<0,05; b vs 6-OHDA com p<0,05. Considerou-se estatisticamente significante p<0,05.

Fonte: Dados do autor.

4.1.1.2 Numero de Rearing

O 6-OHDA reduziu significativamente o nimero de rearings dos animais, quando
comparado ao Sham, mostrando que provavelmente os animais desenvolveram um déficit
motor decorrente da lesdo estriatal [Figura 8. Sham: 21,20+1,07 (5); 6-OHDA: 4,83+0,70 (6)
com p<0,0001]. O tratamento com BCP reverteu significativamente os efeitos da 6-OHDA
nas doses de 15 e 100 mg/kg [Figura 8. BCP15: 12,00+1,75 (6) com p<0,05; BCP100:
12,67+£1,68 (6) com p<0,05]. Entretanto, os resultados ndo foram significativos quanto a

reversibilidade dos efeitos da 6-OHDA na dose de 50 mg/kg [Figura 8. BCP50: 7,66+1,05
(6)].

Figura 8.Analise do numero de rearings durante o teste do campo aberto dos animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias,
apés cirurgia estereotaxica. No 14° dia de tratamento, foram iniciados os testes
comportamentais (campo aberto, apomorfina e rotarod) em dias alternados. Os dados estdo
expressos em médias = EPM. One-way ANOVA, teste de Tukey. Onde: aaa vs SHAM com
p<0,0001; b vs 60OHDA com p<0,05. Considerou-se estatisticamente significante p<0,05.

Fonte: Dados do autor.

4.1.1.3 Numero de Grooming

Nao foram observadas diferengas significativas entre os grupos com relacdo ao
namero de groomings[Figura 9. Sham: 1,56+0,48 (16); 6-OHDA: 0,61+0,38 (13); BCP15:
0,93+0,26 (15); BCP50: 0,87+0,28 (16); BCP100: 1,06+3,2 (16)].

Figura 9.Analise do nimero de groomings durante o teste do campo aberto dos animais.
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N° de grooming

Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias,
apés cirurgia estereotaxica. No 14° dia de tratamento, foram iniciados os testes
comportamentais (campo aberto, apomorfina e rotarod) em dias alternados. Os dados estdo
expressos em médias = EPM. One-way ANOVA, teste de Tukey. Considerou-se

estatisticamente significante p<0,05.

Fonte: Dados do autor.

4.1.1.4 Tempo de Imobilidade

O 6-OHDA aumentou significativamente o tempo de imobilidade dos animais,
quando comparado ao grupo Sham, mostrando que provavelmente os animais desenvolveram
um déficit motor decorrente da lesdo estriatal [Figura 10. Sham: 82,77+12,76 (13); 6-OHDA:
152,1£16,90 (13) com p<0,05]. O tratamento de BCP conseguiu reverter os efeitos da 6-
OHDA nas doses de 15 e 50 mg/kg [Figura 10. BCP15: 177,3+£7,67 (12); BCP50: 178,5£8,73
(13) com p<0,005]. Entretanto, ndo conseguiu reverter os efeitos da 6-OHDA na dose de 100
mg/kg [Figura 10. BCP100: 175,3+£28,29 (12)].

Figura 10.Anélise do tempo de imobilidade durante o teste do campo aberto dos animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias,
apés cirurgia estereotaxica. No 14° dia de tratamento, foram iniciados os testes
comportamentais (campo aberto, apomorfina e rotarod) em dias alternados. Os dados estdo
expressos em médias = EPM. One-way ANOVA, teste de Tukey. Onde: a vs SHAM com

p<0,05; aa vs SHAM com p<0,005. Considerou-se estatisticamente significante p<0,05.

Fonte: Dados do autor.

4.1.2 Teste rotacional com Apomorfina

A 6-OHDA aumentou significativamente o nimero de rotacdes contralaterais
induzidas por apomorfina, quando comparado ao Sham, evidenciando a lesao no corpo
estriado dos animais e a indu¢cdo do modelo de DP [Figura 11. Sham: 10,54+2,09 (13); 6-
OHDA: 106,0+17,66 (7) com p<0,0001]. O tratamento de BCP conseguiu reverter os efeitos
da 6-OHDA em todas as doses testadas [Figura 11. BCP15: 22,424+6,76 (12) com p<0,005;
BCP50: 35,19+13,77 (16) com p<0,05; BCP100: 21,77+8,70 (13) com p<0,0001].

Figura 11.Anélise das rotagdes contralaterais a cada 60 minutos durante o teste rotacional dos

animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias,
apos cirurgia estereotaxica. No 14° dia de tratamento, foram iniciados os testes
comportamentais (campo aberto, apomorfina e rotarod) em dias alternados. Os dados estdo
expressos em médias = EPM. One-way ANOVA, teste de Tukey. Onde: aaa vs SHAM com
p<0,0001; b vs 6-OHDA com p<0,05; bb vs 6-OHDA com p<0,005; bbb vs 6-OHDA

p<0,0001. Considerou-se estatisticamente significante P<0,05.

Fonte: Dados do autor.

4.1.3 Teste do Rotarod

Foi realizado o teste do rotarod com o intuito de avaliar melhor o déficit motor
dos animais. Como mostra a Figura 8A, a 6-OHDA reduziu significativamente o tempo de
laténcia da primeira queda, quando comparado ao Sham [Figura 12A. Sham: 66,0+8,52 (10);
6-OHDA: 27,9+5,11 (10) com p<0,005]. Somente o tratamento com BCP na menor dose
conseguiu reverter este efeito [Figura 12A. BCP15: 56,50+£7,38 (8) com p<0,05; BCP50:
27,38+4,46 (8); BCP100: 45,83+10,46 (6)]. Outro parametro avaliado foi o valor de RPM no
instante da primeira queda(Figura 12B), no qual observou-se que no grupo 6-OHDA houve
reducdo significativa desse parametro quando comparado ao grupo Sham [Figura 12B. Sham:
11,08+0,98 (12); 6-OHDA: 7,3+0,63 (10) com p<0,05] e, novamente, apenas a dose de 15mg/
kg do BCP conseguiu aumentar o valor de RPM da primeira queda quando comparado ao
grupo 6-OHDA [Figura 12B. BCP15: 11,43+£0,71 (7) com p<0,05; BCP50: 7,77+0,81 (9);
BCP100: 9,5+1,17 (6)]. Na Figura 12C, a 6-OHDA reduziu o tempo de permanéncia na barra
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giratoria, quando comparada ao Sham [Figura 12C. Sham: 99,75+6,42 (12); 6-OHDA:
66,0+£15,08 (10) com p<0,005] e apenas BCP na dose de 15 mg/kg conseguiu reverter
significativamente esse efeito [Figura 12C. BCP15: 98,25+6,27 (8) com p<0,05; BCP50:
57,33+11,29 (9); BCP100: 93,67+7,7 (9)]. Além disso, o valor de RPM final do teste também
foi avaliado no rotarod (Figura 12D), no qual observou-se que a 6-OHDA reduziu o RPM
final que os animais conseguiram andar na barra giratéria quando comparado ao grupo Sham
[Figura 12D. Sham: 15,92+0,77 (12); 6-OHDA: 12,27+0,66 (11) com p<0,05). Nesse
parametro, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos tratados com BCP
e o grupo 6-OHDA, em nenhuma das doses testadas [Figura 12D. BCP15: 15,44+£8,3 (9);
BCP50: 9,14+1,05 (7); BCP100: 15,50+0,84 (6)].

Figura 12.Analise da laténcia de primeira queda, do RPM da primeira queda, do tempo de

permanéncia e do RPM final durante o teste do rotarod dos animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias,
apos cirurgia estereotaxica. No 14° dia de tratamento, foram iniciados os testes
comportamentais (campo aberto, apomorfina e rotarod) em dias alternados. Os dados estdo
expressos em médias = EPM. One-way ANOVA, teste de Tukey. Onde: a vs SHAM com
p<0,05; aa vs SHAM com p<0,005; b vs SHAM com p<0,05; bb vs SHAM com p<0,005.

Considerou-se estatisticamente significante p<0,05.

Fonte: Dados do autor.

4.2 Avaliacao das Dosagens Neuroquimicas

4.2.1 Determinacgdo da concentragdo de Nitrito/Nitrato

Os resultados da analise do Nitrito/Nitrato indicaram um aumento significativo
(p<0,05) em todas as areas cerebrais avaliadas em que o modelo animal de doenga de
Parkinson foi induzido por 6-OHDA e tratado com salina em compara¢do ao grupo Sham,
representando a elevagdo dos niveis de estresse oxidativo. Segue os valores obtidos por areas
cerebrais: HC [Figura 13; SHAM: 5,61 + 0,90 (8) uMol/g; 6-OHDA: 20,23 + 1,33 (8) uMol/g
com p<0,0001]; CED [Figura 14. 27,60 + 3,30 (6) uMol/g, com p<0,005]; CPF [Figura 16.
16,41 £ 1,22 (8) uMol/g, com p<0,05].

Apenas no hipocampo dos animais tratados com beta-cariofileno, na dosagem de
BCP 15 mg/kg, houve reducdo estatisticamente significativa das concentragdes de
Nitrito/Nitrato [10,60 + 0,62 (6) pMol/g com p < 0,0001]. J& em relag¢do a reducdo dos niveis
de Nitrito/Nitrato nas dosagens de BCP 50 mg/kg e 100 mg/kg, foram significativos os
resultados: hipocampo [Figura 13. BCP50: 13,27 £ 0,79 (6), com p<0,001; BCP100: 12,96
+1,20 com p<0,001] e corpo estriado esquerdo [Figura 15. BCP50: 18,98 + 4,49, com
p<0,05 ; BCP100 10,70 + 1,50, com p<0,01].

Os resultados da analise da area cerebral do CPF nao demonstraram redugao
significativa dos niveis de Nitrito/Nitrato em qualquer uma das doses de BCP. Onde: CEE
[SHAM: 10,98 + 1,36; BCP 15: 18,98 + 4,49]; CED [SHAM 6,51 £ 0,75; BCP 100 23,10 +
6,28]; CPF: [SHAM: 8,26 + 0,58; BCP15: 12,03 + 0,30; BCP 50 17,10 + 3,10; BCP 100:
15,24 £ 1,22].
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Figura 13. Andlise dos niveis da concentracdo de Nitrito/Nitrato no hipocampo (HC) dos

animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram

tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias.

Apods esse periodo, esses animais foram eutanasiados e os cérebros dissecados para

determinacdo dos niveis de Nitrito/Nitrato. One-way ANOVA, Teste de Tukey. Os dados

estao expressos em médias £ EPM. Onde: aaaa vs Sham com p<0,0001; bbb vs 6-OHDA com

p<0,001; bbbb vs 6-OHDA com p<0,0001 . Considerou-se estatisticamente significante

p<0,05.

Fonte: Dados do autor.

Figura 14. Analise dos niveis da concentragdo de nitrito/nitrato no corpo estriado direito

(CED) dos animais.
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Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram tratados com
BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias. Apos esse
periodo, esses animais foram eutanasiados e os cérebros dissecados para determinagdo dos
niveis de Nitrito/Nitrato. One-way ANOVA, Teste de Tukey. Os dados estdo expressos em
médias £ EPM. Onde: aa vs Sham com p<0,005; bb vs 6-OHDA com p<0,01. Considerou-se
estatisticamente significante p<0,05

Fonte: Dados do autor.

Figura 15. Analise dos niveis da concentracao de nitrito/nitrato no corpo estriado esquerdo

(CEE) dos animais.
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Legenda:

Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram tratados com
BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias. Apos esse
periodo, esses animais foram eutanasiados e os cérebros dissecados para determinacao dos
niveis de Nitrito/Nitrato. One-way ANOVA, Teste de Tukey. Os dados estdo expressos em
médias £ EPM. Onde: aa vs Sham com p<0,005; b vs 6-OHDA com p<0,05; bb vs 6-OHDA
com p<0,01. Considerou-se estatisticamente significante p<0,05

Fonte: Dados do autor.
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Figura 16. Analise dos niveis da concentracdo de nitrito/nitrato no cortex pré-frontal (CPF)

dos animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias.
Apos esse periodo, esses animais foram eutanasiados e os cérebros dissecados para
determinacdo dos niveis de Nitrito/Nitrato. One-way ANOVA, Teste de Tukey. Os dados
estdo expressos em médias = EPM. Onde: a vs Sham com p< 0,05. Considerou-se

estatisticamente significante p<0,05.

Fonte: Dados do autor.

4.2.2 Determinacdo da Peroxidacdo Lipidica (TBARS)

Para a avaliagdo da peroxida¢ao lipidica em modelo animal de DP induzida pela
6-OHDA e do possivel efeito antioxidante do tratamento com BCP, utilizou-se o teste
baseado na reagdo do 4&cido tiobarbiturico com os produtos de decomposicdo dos
hidroperéxidos (TBARS). O teste detectou, com estatistica significante (p<0,05), elevacao
dos niveis de malondialdeido (MDA), um dos principais produtos da peroxidagao lipidica, em
todas as areas cerebrais analisadas. Sendo assim, a lesdo induzida pela 6-OHDA provocou
aumento significativo da peroxidagao lipidica, quando comparado ao grupo SHAM, em todas
as areas cerebrais analisadas: HC [Figura 17; SHAM: 12,01 £+ 0,76 (8); 6-OHDA: 24,43 +
0,88 (7) com p<0,0005], CED [Figura 18; SHAM: 5,45 + 0,50 (8); 6-OHDA: 26,79 + 0,29 (8)
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com p<0,0001], CEE [Figura 19; SHAM: 9,85 + 1,67 (8); 6-OHDA: 25,47 + 0,83 (8) com
p<0,0001] e CPF [Figura 20; SHAM: 14,26 + 0,49 (8); 6-OHDA: 21,67 + 1,50 (8) com
p<0,05].

O BCP na dose de 15mg/Kg, avaliada no respectivo teste, foi capaz de reverter
significativamente os niveis de peroxidacao lipidica induzidos pela 6-OHDA em comparacao
ao grupo controle (6-OHDA) nas areas cerebrais do Hipocampo, Corpo Estriado Direito e
Corpo Estriado Esquerdo: HC [Figura 17; BCP15: 15,38 = 0,59 (8) com p<0,05], CED
[Figura 18; BCP15: 14,78 + 0,79 (8) com p <0,001] e CEE [Figura 19; BCP15: 14,10 + 0,41
(8) com p<0,001].

Em relagdo aos grupos de animais tratados com BCP na dose de 50 mg/Kg
também houve redugdo significativa dos niveis de MDA em comparacdo ao grupo 6-OHDA
no CPF [Figura 20; BCP50: 10,03 + 1,57 (6) com p <0,0001]. No entanto, para esta dose de
BCP 50 mg/Kg nao houve reducgdo significativa nos niveis de MDA para as demais areas
cerebrais: HC [Figura 17; BCP 50: 29,60 + 4,15 (7)], CED [Figura 18; BCP 50: 25,99 + 3,78
(6)], CEE [Figura 19; BCP 50: 27,35 + 3,46 (7)]. No que diz respeito a dose administrada de
BCP 100 mg/Kg, ndo houve reducdo significativa da peroxidagao lipidica em todas as areas
cerebrais analisadas: HC [Figura 17; BCP 100: 26,63 = 1,08 (7)], CED [Figura 18; BCP 100:
34,71 £ 2,51 (6)], CEE [Figura 19; BCP 100: 27,65 + 0,83 (7)] e CPF [Figura 20; BCP 100:
31,29 + 3,04 (6)].

Figura 17. Anélise dos niveis de peroxidagdo lipidica (TBARS) no hipocampo (HC) dos

animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias,
apos cirurgia estereotaxica. No 22° dia, esses animais foram eutanasiados e os cérebros
dissecados para determinacdo dos niveis de peroxidacdo lipidica (TBARS). One-way
ANOVA, Teste de Tukey. Os dados estdo expressos em médias + EPM. Onde: aaa vs Sham
com p<0,0005; b vs 6-OHDA com p<0,05. Considerou-se estatisticamente significante

p<0,05.

Fonte: Dados do autor

Figura 18. Andlise dos niveis de peroxidacdo lipidica (TBARS) no corpo estriado direito
(CED) dos animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias,
apds cirurgia estereotaxica. No 22° dia, esses animais foram eutanasiados e os cérebros
dissecados para determinagdo dos niveis de peroxidagdo lipidica (TBARS).. One-way
ANOVA, Teste de Tukey. Os dados estdo expressos em médias =+ EPM. Onde: aaa vs Sham
com p<0,0001; bb vs 6-OHDA com p<0,001. Considerou-se estatisticamente significante
p<0,05.

Fonte: Dados do autor.
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Figura 19. Analise dos niveis de peroxidacdo lipidica (TBARS) no corpo estriado esquerdo

(CEE) dos animais.

¢ CEE
40—

0)

g 30+ aaa
2o o
<< 204
moa
=

2 104

=

0 T
Q

?.

X

Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias,
apos cirurgia estereotaxica. No 22° dia, esses animais foram eutanasiados e os cérebros
dissecados para determinacdo dos niveis de peroxidacdo lipidica (TBARS). One-way
ANOVA, Teste de Tukey. Os dados estdo expressos em médias + EPM. Onde: aaa vs Sham
com p<0,0001; bb vs 6-OHDA com p<0,001. Considerou-se estatisticamente significante
p<0,05.

Fonte: Dados do autor.

Figura 20. Analise dos niveis de peroxida¢ao lipidica (TBARS) no cortex pré-frontal (CPF)

dos animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias,
apos cirurgia estereotaxica. No 22° dia, esses animais foram eutanasiados e os cérebros
dissecados para determinacdo dos niveis de peroxidacdo lipidica (TBARS). One-way
ANOVA, Teste de Tukey. Os dados estdo expressos em médias = EPM. Onde: a vs Sham
com p<0,05; bbb vs 6-OHDA com p<0,0001. Considerou-se estatisticamente significante
p<0,05.

Fonte: Dados do autor.

4.2.3 Determinacdo da concentracdo de Glutationa Reduzida (GSH)

A diminuicdo significativa do GSH, em todas as areas cerebrais, dos animais 6-
OHDA ¢ sugestivo da indu¢do do estresse oxidativo produzido pela administracdo da 6-
OHDA no corpo estriado esquerdo. Foi observado uma diminuicao significativa de GSH em
todas as areas cerebrais, em relacdo ao grupo Sham, com p<0,05. Onde: HC [Figura 21.
SHAM: 0,157 + 0,021 (6); OHDA: 0,074 + 0,011 (6), com p<0,005]; CED [Figura 22.
SHAM: 0,148 + 0,024 (6); 6-OHDA: 0,048 + 0,009 (6), com p<0,005]; CEE [Figura 23.
SHAM: 0,175 £+ 0,036 (8); 6-OHDA: 0,033 + 0,004 (8), com p<0,005]; CPF [Figura 24.
SHAM: 0,112+ 0,011 (8); 6-OHDA: 0,045 + 0,007 (7), com p<0,0005].

Dos ratos que receberam tratamento com beta-cariofileno, obteve-se significancia

estatistica na dosagem de 50mg no hipocampo [Figura 21. 0,140 £0,016 (8), com p<0,05] e
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no corpo estriado direito [Figura 22. CED:0,133 + 0,030 (6, com p<0,05]. Nas outras
dosagens de BCP (15 e 100 mg/kg), o aumento do antioxidante (GSH) nao foi
estatisticamente significativo, onde: HC [Figura:21. BCP15: 0,111 £+ 0,010 (6); BCP100:
0,100 + 0,010 (6)], CED [Figura 22. BCP15 0,031 + 0,003 (7); BCP100 0,040 +0,007 (6)]. O
corpo estriado esquerdo (Figura 23) e o cortex pré-frontal (Figura 24), em nenhuma das
dosagens do BCP, apresentaram significancia estatistica. Onde: CEE [Figura 23; BCPI15
0,040 (7) = 0,009; BCP50 0,093 + 0,021 (7); BCP100 0,04 £ 0,01 (5)] E CPF [Figura 24.
BCP15 0,054 £ 0,008 (5); BCP50 0,068 + 0,007 (8); BCP100 0,048 + 0,008 (5)].

Figura 21. Analise dos niveis da concentracdo de glutationa reduzida (GSH) no hipocampo

(HC).
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias.
Apos esse periodo, esses animais foram eutanasiados e os cérebros dissecados para
determinagdo dos niveis da glutationa.One-way ANOVA, Teste de Tukey. Os dados estdo
expressos em médias £ EPM. Onde: aa vs Sham com p<0,005; b vs 6-OHDA com p<0,05.

Considerou-se estatisticamente significante p<0,05.

Fonte: Dados do autor.

Figura 22. Analise dos niveis da concentracdo de glutationa reduzida (GSH) no corpo

estriado direito (CED).
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram

tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias.

Ap6s esse periodo, esses animais foram eutanasiados e os cérebros dissecados para

determinagdo dos niveis da glutationa. One-way ANOVA, Teste de Tukey. Os dados estdo

expressos em médias £ EPM. Onde: aa vs Sham com p<0,005; b vs 6-OHDA com p<0,05.

Considerou-se estatisticamente significante p<0,05.

Fonte: Dados do autor.

Figura 23. Andlise dos niveis da concentracdo de glutationa reduzida (GSH) no corpo

estriado esquerdo (CEE).
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias.
Ap6s esse periodo, esses animais foram eutanasiados e os cérebros dissecados para
determinagdo dos niveis da glutationa. One-way ANOVA, Teste de Tukey. Os dados estdo
expressos em médias £ EPM. Onde: aa vs Sham com p<0,005. Considerou-se estatisticamente
significante p<0,05.

Fonte: Dados do autor.

Figura 24. Anilise dos niveis da concentra¢do de glutationa reduzida (GSH) no cortex pré-

frontal (CPF).
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias.
Apods esse periodo, esses animais foram eutanasiados e os cérebros dissecados para
determina¢do dos niveis da glutationa. One-way ANOVA, Teste de Tukey. Os dados estao
expressos em médias £ EPM. Onde: aaa vs Sham com p<0,0005. Considerou-se

estatisticamente significante p<0,05.

Fonte: Dados do autor.

4.3 Resultados da segunda etapa: Analises das alteracoes no TGI

4.3.1 Andlise do Esvaziamento Gastrico: Estomago

Houve uma reducdo significativa na retengdo fracionada estomacal apds
administracao de 6-OHDA, quando comparado ao grupo Sham [Figura 25. Sham: 32,49 +
2,17 (9); 6-OHDA: 20,92+ 1,95 (12) com p<0,0001]. Em relagdo aos grupos de animais
tratados com BCP nas doses 15 mg/Kg e 50 mg/Kg, houve um aumento significativo da
retengcdo fracionada estomacal. Nao foram observadas diferencgas significativas na dose de
BCP 100 mg/kg [Figura 25. BCP15: 33,43+3,32 (10) com p<0,005; BCP50: 36,61+4,71 com
p<0,05 (16); BCP100: 26,33+5,45 (14)].

Figura 25. Analise da retencdo fracionada (10 minutos pos-prandial) no estobmago durante o

esvaziamento gastrico dos animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando
aproximadamente 250-300g) foram tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg,
via gavagem (VO), durante 21 dias. Apds esse periodo, esses animais foram eutanasiados e
os cérebros dissecados para determinagao dos niveis da glutationa. One-way ANOVA, Teste
de Tukey. Os dados estdo expressos em médias + EPM. Onde: aaa vs Sham com p<0,0001; b
vs 6-OHDA com p<0,05; bb vs 6-OHDA com p<0,005. Considerou-se estatisticamente
significante p<0,05.

Fonte: Dados do autor.

4.3.2 Analise do Esvaziamento Gdstrico: Por¢dao Proximal

Na por¢do proximal do intestino, foi observado um aumento da retencdo
fracionada no grupo 6-OHDA quando comparado ao grupo Sham [Figura 26. Sham:
50,38+3,32 (9); 6-OHDA: 60,22+2,80 (12), com p<0,05]. Esse efeito foi revertido com o
tratamento com BCP nas doses de 15 e 100 mg/kg, porém ndo foram observadas diferencas
significativas com a dose de 50 mg/kg [Figura 26. BCP15: 49,46 + 6,50 (10); BCP50: 50,47 +
4,73 (16); BCP100: 38,12 + 4,52 (14), com p<0,005].

4.3.3 Analise do Esvaziamento Gdstrico: Por¢cdao Medial
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Na por¢do medial do intestino, ndo foram observadas diferencgas significativas
entre os grupos testados [Figura 26. Sham: 14,44+3,40 (9); 6-OHDA: 14,24+3,51 (12);
BCP15: 11,36+3,41 (10); BCP50: 10,89+3,28 (16); BCP100: 20,58+4,75 (14)].

4.3.4 Analise do Esvaziamento Gdstrico: Por¢ao Distal

Na por¢ao distal do intestino, apenas BCP na dose de 100 mg/kg aumentou
significativamente a retencdo fracional quando comparado aos grupos Sham e 6-OHDA, nao
sendo observadas diferengas significativas entre os demais grupos [Figura 26. Sham:
2,68+1,42 (9); 6-OHDA: 4,63+1,36 (12); BCP15: 5,75+4,31 (10); BCP50: 2,04+0,73 (16);
BCP100: 14,96+3,65 (14) com p<0,05].

Figura 26. Andlise da retencdo fracionada (10 minutos pos-prandial) nas por¢des proximal,

medial e distal do intestino durante o esvaziamento intestinal dos animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias.
Apobs esse periodo, esses animais foram eutanasiados e os cérebros dissecados para
determinacdo dos niveis da glutationa. One-way ANOVA, Teste de Tukey. Os dados estdo
expressos em médias £ EPM. Onde: a vs Sham com p<0,05;b vs 6-OHDA com p<0,05; bb vs
6-OHDA com p<0,005. Considerou-se estatisticamente significante p<0,05.
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Fonte: Dados do autor.

4.4 Resultados bioquimicos do TGI

4.4.1 Determinacdo da concentracdo de nitrito/nitrato

A determinagdo dos niveis de concentragcdo de nitrito/nitrato foi outro parametro
utilizado para avaliar o estresse oxidativo. Na analise do tecido estomacal foi observado uma
elevagdo dos indices do grupo 6-OHDA de P<0,05 quando comparado ao controle SHAM
(SHAM: 77,35 + 7,84 [8]; 6-OHDA: 158,1 £ 29,61 [7]) e quando comparado ao grupo 6-
OHDA, somente o grupo BCP50 apresentou redugdo significativa de P<0,05 (BCP15: 159,2
+ 21,94 [7], BCP50: 65,27 + 4,52 [6]; BCP100: 83,43 [6]), apresentado na Figura 27.

Figura 27. Andlise dos niveis da concentracdo de nitrito/nitrato no tecido estomacal dos

animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias.
Apos esse periodo, esses animais foram eutanasiados e o tecido estomacal foi utilizado para

determinagdo dos niveis denitrito/nitrato. One-way ANOVA, Teste de Tukey. Os dados estao
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expressos em médias = EPM. Onde: a vs Sham com p<0,05;b vs 6-OHDA com p<0,05.
Considerou-se estatisticamente significante p<0,05.

Fonte: Dados do autor.

Na regido proximal do intestino foi observado uma reducao significativa de
P<0,005 nos niveis de nitrito/nitrato do grupo BCP100 quando comparado ao grupo 6-OHDA
(6-OHDA: 369,3 + 31,93 [5]; BCP100: 75,93 + 17,42 [6]), os demais grupos nao
apresentaram diferenca significativa quando comparados entre si (SHAM: 218,3 + 19,25 [5];
BCP15: 176,7 + 16,06 [8]; BCP50: 298,2 + 92,05 [7]) (Figura 28)

Figura 28. Andlise dos niveis da concentracdo de nitrito/nitrato na por¢ao proximal do TGI

dos animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias.
Apos esse periodo, esses animais foram eutanasiados e a por¢ao proximal do TGI foi utilizado
para determinacdo dos niveis de nitrito/nitrato. One-way ANOVA, Teste de Tukey. Os dados
estdo expressos em médias £+ EPM. Onde: bb vs 6-OHDA com p<0,01. Considerou-se
estatisticamente significante p<0,05.

Fonte: Dados do autor.
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Na avaliagdo da por¢do medial do intestino ndo foram verificadas ndo foram
verificadas alteracdes significativas (SHAM: 222,9 + 7,63 [5]; 6-OHDA: 368,8 + 45,89 [6];
BCP15: 278,1 + 36,87 [6]; BCP50: 351,4 = 51,23 [8]; BCP100: 461,5 + 131,9 [7]) entre os

grupos nos niveis de nitrito/nitrato na comparagao entre os grupos (Figura 29).

Figura 29. Analise dos niveis da concentracdo de nitrito/nitrato na por¢ao medial do TGI dos

animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias.
Ap0s esse periodo, esses animais foram eutanasiados e a por¢ao medial do TGI foi utilizado
para determinagdo dos niveis de nitrito/nitrato. One-way ANOVA, Teste de Tukey. Os dados

estdo expressos em médias £ EPM. Considerou-se estatisticamente significante p<0,05.

A analise da porcao distal do intestino apresentou uma alteragdo significativa dos
niveis de nitrito/nitrato na comparagao do grupo 6-OHDA com o grupo SHAM, com valor de
P<0,005 (SHAM: 112,8 + 23,43 [6]; 6-OHDA: 383,1 £ 55,55), os outros grupos nao

apresentaram redu¢do significativa na comparacao com o grupo 6-OHDA (BCP15: 261,8 +
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19,88 [6]; BCP50: 272,6 + 18,03 [6]; BCP100: 247,3 + 30,32 [6]), resultados apresentados na

Figura 30.

Figura 30. Analise dos niveis da concentragdo de nitrito/nitrato na porg¢ao distal do TGI dos

animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias.
Apos esse periodo, esses animais foram eutanasiados e a porcao distal do TGI foi utilizado
para determinacdo dos niveis de nitrito/nitrato. One-way ANOVA, Teste de Tukey. Os dados

estao expressos em médias = EPM. Considerou-se estatisticamente significante p<0,05.

Fonte: Dados do autor.

4.4.2 Determinacgdo dos niveis de Peroxida¢do Lipidica (TBARS)

Para a caracterizacdo da peroxidacdo lipidica das partes do trato gastrointestinal
analisadas foi avaliado os indices de malondiealdeido nos tecidos estudados. Quando o
estomago dos animais estudados foi avaliado, foi observado uma diferenga significativa entre
o grupo 6-OHDA e o grupo SHAM com o valor de P<0,0001 (SHAM: 19,74 + 3,38 [8]; 6-
OHDA: 260,0 + 5,50 [8]). Na andlise dos grupos tratados com BCP foi possivel observar uma
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grande redugdo dos niveis de peroxidacdo em todos os grupos no valor de P<0,0001(BCP15:

21,07 + 2,17 [7]; BCP50 37,83 + 4,00 [8]; BCP100: 38,12 + 3,39 [7]), (Figura 31)

Figura 31.Analise dos niveis de peroxidagdo lipidica (TBARS) no tecido estomacal dos

animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias.
Apos esse periodo, esses animais foram eutanasiados e o tecido estomacal foi utilizado para
determinac¢do dos indices de malondiealdeido. One-way ANOVA, Teste de Tukey. Os dados
estdo expressos em médias £ EPM. Onde: aaa vs Sham com p<0,001;bbb vs 6-OHDA com
p<0,001.Considerou-se estatisticamente significante p<0,05.

Fonte: Dados do autor.

Na andlise da area proximal do intestino, foi observado um resultado similar ao do
estomago, onde o grupo 6-OHDA apresentou uma diferenca no valor de P<0,0001 quando
comparado ao controle SHAM (SHAM: 32,78 + 3,05 [8]; 6-OHDA: 289,9 + 5,46 [8]). Com
relagdo aos grupos tratados com BCP, quando comparados ao grupo controle 6-OHDA foi
observado uma reduc¢ao com valor de P<0,0001 (BCP15: 54,30 £+ 5,46 [8]; BCP50: 35,84 +
4,92 [8]; BCP100: 33,23 + 2,01 [7]) (Figura 32)
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Figura 32. Analise dos niveis de peroxida¢ao lipidica (TBARS) na porg¢do proximal do TGI

dos animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias.
Apos esse periodo, esses animais foram eutanasiados e a por¢ao proximal do TGI foi utilizado
para determinacdo dos indices de malondiealdeido. One-way ANOVA, Teste de Tukey. Os
dados estdo expressos em médias + EPM. Onde: aaa vs Sham com p<0,001;bbb vs 6-OHDA

com p<0,001.Considerou-se estatisticamente significante p<0,05.

Na andlise da por¢do medial do intestino foi avaliada o mesmo padrdo foi
observado, o grupo 6-OHDA apresentou um aumento quando comparado ao SHAM no valor
de P<0,0001 (SHAM: 32,39 + 2,14 [8]; 6-OHDA: 281,4 + 8,17 [8]), os grupos do tratamento
com BCP conseguiram reduzir os niveis de peroxidacdo quando comparados ao grupo 6-
OHDA (BCP15: 52,99 + 4,52 [8]; BCP50: 36,35 + 4,39 [8]; BCP100: 53,59 + 6,50 [7])
(Figura 33).

Figura 33. Analise dos niveis de peroxidacao lipidica (TBARS) na por¢ao medial do TGI dos

animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram

tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias.

Ap0s esse periodo, esses animais foram eutanasiados e a por¢ao medial do TGI foi utilizado

para determinagdo dos indices de malondiealdeido. One-way ANOVA, Teste de Tukey. Os

dados estdo expressos em médias + EPM. Onde: aaa vs Sham com p<0,001;bbb vs 6-OHDA

com p<0,001.Considerou-se estatisticamente significante p<0,05.

A Ultima parte do intestino avaliada seguiu o mesmo padrdo observado pelas outras

partes com um aumento nos niveis de peroxidagdo do grupo 6-OHDA quando comparados ao

grupo SHAM, com P<0,0001 (SHAM: 48,74 + 6,86 [8]; 6-OHDA: 277,5 + 6,86 [8]) ¢ o

grupos de tratamento com BCP demonstraram uma reducao de P<0,001 (BCP15: 52,75 +

4,01[8]; BCP50: 34,38 + 2,76 [8]; BCP100: 49,53 + 2,25 [7]) (Figura 34)

Figura 34. Analise dos niveis de peroxidagado lipidica (TBARS) na por¢ao distal do TGI dos

animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias.
Apos esse periodo, esses animais foram eutanasiados e a porcdo distal do TGI foi utilizado
para determinacdo dos indices de malondiealdeido. One-way ANOVA, Teste de Tukey. Os
dados estdao expressos em médias = EPM. Onde: aaa vs Sham com p<0,001;bbb vs 6-OHDA

com p<0,001.Considerou-se estatisticamente significante p<0,05.

4.4.3 Determinacdo da Concentracdo da Glutationa Reduzida (GSH)

Para avaliar a a¢do da defesa antioxidante, a concentracao de glutationa reduzida
foi contabilizado nos tecidos do TGI. No tecido estomacal, a Unica alteragdo estatisticamente
significante observada foi a reducdo da quantidade de GSH no tecido do grupo 6-OHDA
quando comparado ao grupo SHAM com valor de P<0,005 (SHAM: 0,263 0,021 [6]; 6-
OHDA: 0,121 £+ 0,010 [7]; BCP15: 0,147 £ 0,253 [8]; BCP50: 0,162 + 0,035 [8]; BCP100:
0,053 £ 0,014 [6]). Resultados apresentados na Figura 35.

Figura 35. Andlise dos niveis da concentragdo de glutationa reduzida (GSH) no tecido

estomacal dos animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias.
Apos esse periodo, esses animais foram eutanasiados e o tecido estomacal foi utilizado para
determina¢do da concentragdo de glutationa. One-way ANOVA, Teste de Tukey. Os dados
estdo expressos em médias £ EPM. Onde: aa vs Sham com p<0,01.Considerou-se

estatisticamente significante p<0,05.

Os resultados da analise da por¢do proximal do intestino demonstraram um aumento
significativo do indice de GSH no grupo BCP50 no valor de P<0,005 quando comparado ao
grupo 6-OHDA (6-OHDA: 0,048 + 0,005 [6]; BCP50: 0,164 + 0,019 [5]), os demais grupos
ndo apresentaram alteragdes significativas (SHAM: 0,111 £ 0,031 [7]; BCP15: 0,047 = 0,007
[7]; BCP100: 0,057 + 0,012 [6]), apresentado na Figura 36.

Figura 36. Andlise dos niveis da concentracdo de glutationa reduzida (GSH) na porcao

proximal do TGI dos animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias.
Apos esse periodo, esses animais foram eutanasiados e a por¢ao proximal do TGI foi utilizado
para determinacdo da concentragdo de glutationa. One-way ANOVA, Teste de Tukey. Os
dados estdo expressos em médias + EPM. Onde: bb vs 6-OHDA com p<0,01.Considerou-se

estatisticamente significante p<0,05.

Na andlise da por¢do medial do intestino ndo foi observado alteragdes significativas
dos niveis de GSH nos tecidos quando foram feitas comparagdes entre os grupos (SHAM:
0,115 + 0,036 [5]; 6-OHDA: 0,068 + 0,018 [6]; BCP15: 0,101 + 0,012 [6]; BCP50: 0,088 +
0,017 [7]; BCP100: 0,050 = 0,017 [5]. ResultadosapresentadosnaFigura37.

Figura 37. Analise dos niveis da concentracdo de glutationa reduzida (GSH) na por¢ao

medial do TGI dos animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias.
Apos esse periodo, esses animais foram eutanasiados e a por¢ao medial do TGI foi utilizado
para determinagdo da concentracdo de glutationa. One-way ANOVA, Teste de Tukey. Os

dados estdo expressos em médias + EPM. Considerou-se estatisticamente significante p<0,05.

Por fim, a ultima parte avaliada do intestino, a por¢do distal, apresentou diferenca
significativa somente na comparagao entre os grupos controles SHAM e 6-OHDA, com uma
diferenca no valor de P<0,05 (SHAM: 0,501 £+ 0,210 [5]; 6-OHDA: 0,126 £+ 0,026 [7]), os
grupos tratados com BCP nao apresentaram alteragdo significante (BCP15: 0,226 + 0,066 [7];
BCP50: 0,154 = 0,016 [8]; BCP100: 0,072 + 0,013 [6]), resultados representados na Figura
38.

Figura 38. Analise dos niveis da concentra¢do de glutationa reduzida (GSH) na por¢do distal

do TGI dos animais.
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Legenda: Os ratos (n=8 por grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300g) foram
tratados com BCP nas dosagens de 15, 50 e 100 mg/kg, via gavagem (VO), durante 21 dias.
Apos esse periodo, esses animais foram eutanasiados e a porcdo distal do TGI foi utilizado
para determinagdo da concentracdo de glutationa. One-way ANOVA, Teste de Tukey. Os
dados estdo expressos em médias = EPM. Onde: a vs Sham com p<0,05. Considerou-se

estatisticamente significante p<0,05.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, a lesdo unilateral com 6-OHDA nos ratos produziu destruicao
de neurdnios dopaminérgicos no lado direito, como supersensibilidade dos receptores do lado
contrario a lesdo, evidenciada pelo aumento do numero de rotagdes induzidas por
apormorfina, comprovando a indu¢do do modelo. Esses movimentos contralaterais refletem a
deplecao nigroestriatal de DA. Além disso, verificamos que o tratamento com BCP diminuiu
significativamente o comportamento rotacional em todas as doses testadas. Indicando um
possivel mecanismo antioxidante ¢ neuromodulador do BCP, porque o comportamento
rotacional estd diretamente relacionado a perda neuronal dopaminérgica estriatal.

De fato, existe uma ampla divulga¢do de dados na literatura que comprovam as
alteracdes comportamentais e bioquimicas que estdo intimamente relacionadas a gravidade da
doenga de Parkinson e cujas manisfestagdes também foram observadas em ratos apds lesao
com a neurotoxina 6-OHDA, sendo um dos modelos animais mais empregados nos estudos
pré-clinicos dessa doenca (ANTUNES et al., 2014; ALEXOUDI et al., 2018).

Estudos mostram que as alteragcdes comportamentais que ocorrem em ratos apos a
lesao com 6-OHDA imitam as alteracdes motoras como rigidez, tremores e discinesia,
relatadas clinicamente em pacientes com DP (CARVALHO et al., 2013, FUENTES et al.,
2010). Da mesma forma, neste estudo, o défict de coordenagdo motora foi confirmado a partir
da reducdo da atividade locomotora horizontal, através da redu¢do no numero de
cruzamentos, aumento da imobilidade e redugdo do rearing (considerada como atividade
locomotora vertical)no teste do campo aberto e tambémna piora do desempenho no teste do
rotarod. Esses efeitos foram atenuados com o tratamento com BCP, especialmente na menor
dose testada, onde foi verificada uma redug¢do do défict motor e melhora dos parametros
analisados em todos os testes comportamentais utilizados.

Virias evidéncias experimentais t€ém mostrado que o sistema endocanabinoide
pode modular o sistema de neurotransmissdo dopaminérgica, aumentando a disponibilidade
de dopamina no corpo estriado, portanto, uma ativacdo de CB2R através de BCP poderia
aumentar a disponibilidade de dopamina e inibir a morte celular, juntamente com déficits
dopaminérgicos e motores (TANDA et al., 1997;HAN et al., 2020;FLORES-SOTO et al.,
2021).
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Um dos principais mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes & DP ¢ o aumento do
estresse oxidativo na substdncia negra pars compacta (SNpc)e no corpo estriado.
Recentemente, aumentos na formacao de radicais livres e mecanismos de defesa antioxidantes
alterados tém sido implicados no desenvolvimento da fisiopatologia da DP (INNAMORATO
et al., 2010; FLORES-SOTO et al., 2021). Sabe-se que ha um aumento da oxidagdo de
lipideos, proteinas e DNA na SNpc de pacientes com DP, e uma diminui¢ao na expressao e
atividade de enzimas antioxidantes (BOSCO et al., 2006; NAKABEPPU et al., 2007,
ZEEVALK et al., 2008).

O estresse oxidativo e a falha mitocondrial foram relatados em varios modelos
animais de DP, como 6-OHDA, MPTP e rotenona. Foi demonstrado que uma vez
administrada, a 6-OHDA ageaumentando a producdo de radicais livres como o H202 e
espécies de hidroxila altamente reativas, com reducdo do contetdo de glutationa (GSH) e
aumentodos niveis de TBARSe nitrito levando a danos neuronais (DIAS et al., 2013, RAJAEI
et al., 2016). Essas espécies altamente reativas contribuem para a oxidag¢do de lipidios,
destruicdo de proteinas, danos ao DNA e, finalmente, morte de neurénios dopaminérgicos na
DP(RODRIGUEZ et al., 2015, FU et al., 2014).

Nosso estudo mostrou que a lesdo de 6-OHDA aumentou os niveis de TBARS e
nitrito nos animais lesionadossendo significativamente melhorados com a administragdo do
BCP nas trés doses testadas. Da mesma forma, verificamos alteracdio no mecanismos
antioxidante endogeno com reducdo dos niveis de glutationa em todas as areas cerebrais
testadas, porém a recuperacao so foi significativa com o tratamento com BCP na dose de 50
mg/kg.Essesresultadosindicam que o tratamento com BCP pode melhorar o funcionamento
neuronal, apresentando efeito neuroprotetor contra a neurodegeneracdo induzida por 6-
OHDA, podendo ser um adjuvante util na DP.

Nesse contexto, LIUe colaboradores (2015) relataram que um pré-tratamento de
dois dias com B-cariofileno atenuou o aumento induzido pelo acido cainico nos niveis de
TBARS e a diminuicdo das atividades da superdxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase. Recentemente, FLORES-SOTO e colaboradores (2021)verificaram que o BCP
protege os neuronios dopaminérgicos do dano induzido pelo MPTP e eles atribuiram esse
efeito a capacidade desse fitocanabindide de aumentar a expressao e a atividade da NQO1
apos o dano, j4 que essa enzima desempenha um papel importante na neuroprotecdo das
células dopaminérgicas.

De fato, estudos recentestém demonstrado que o canabidiol aumenta a expressao

de agentes antioxidantes heme oxigenase-1, glutationa S-transferase, glutationa S-transferase
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peroxidase, NAD (P) H quinona oxidoredutase e glutamato-cisteina ligase, geralmente pela
regulacao da expressao do fator nuclear 2 (NRF-2 ) e que esse efeito pode estar relacionado a
possiveis efeitos neuroprotetores. Este mecanismo ¢ apoiado por evidéncias de que a ativagao
do CB2R melhora a fibrose miocardica e o estresse oxidativo cardiaco por meio da ativagao
da via do Nrf2(JUKNAT et al., 2012; JUKNAT et al., 2013; LI et al., 2016).

A principal descoberta desse trabalho foi a relacdo observada entre o estresse
oxidativo que ocorre nas areas cerebrais e no trato digestorio dos animais submetidos a lesdo
unilateral induzida por 6-OHDA.De acordo com o nosso conhecimento, este ¢ o primeiro
estudo a relatar os efeitos do BCPnas alteracdes gastrintestinais induzidas por 6-OHDA e
correlaciona-las as alteragdes cerebrais dos animais, a fim de fornecer evidéncias para o
tratamento neuroprotetor mais eficiente.

A sintomatologia gastrointestinal precoce associada a presencga de alfa-sinucleina
gastrointestinal e inflamagdo em pacientes com DP fomentou a pesquisa sobre o possivel
papel do eixo intestino-cérebro na doenca. O eixo intestino-cérebro ¢ um sistema de
comunicacdo bidirecional que consiste em conexdes neurais anatdmicas "hard-wired"
(sistema nervoso entérico, vias parassimpaticas e simpaticas e o cérebro), componentes
humorais fornecidos pelos sistemas neuroenddcrino e imunolédgico e o epitélio/microbioma
intestinal. Como um todo, essas observagdes demonstram que alguns dos principais
componentes do eixo intestino-cérebro sdo disfuncionais na DP. Essas pesquisas, embora
novas e interessantes, sdo preliminares e o papel preciso do eixo intestino-cérebro no
desenvolvimento da doenca ainda ndo foi determinado(ROUAUD et al., 2020; RANI &
MONDAL, 2021).

Além disso, verificamos também as repercusdes desses efeitos na motilidade
gastrintestinal dos animais e nossos resultados mostraram aumento do estresse oxidativo,
especialmente nos niveis de TBARS no estdmago, e intestino (regides proximal , medial e
distal) dos animais lesionados com 6-OHDA, assim como uma reducdo dos niveis de
glutationa no estdmago e na porc¢ao distal do intestino. Verificamos ainda que o tratamento
com BCP em todas as doses foi capaz de reduzir os niveis de TBARS em todas as por¢des do
TGI testadas. Mostrando que as agdes deletérias da neurotoxina ndo se restringem ao SNC e
tao pouco as agdes benéficas do BCP.

De fato a literatura mostra dados consistentes entre alteragdes da motilidade
gastrintestinal e pacientes com doenga de parkinson, sendo constipacdo a principal queixa
desses pacientes. Disfunc¢des gastrointestinais sdo comuns em todos os estagios da DP, onde

disturbio de motilidade, como prisdo de ventre e constipagdao, € um dos principais sintomas
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gastrointestinais associados a DP (COLUCKCI, et al., 2012). Essas disfungdes gastrointestinais
fazem parte do quadro clinico da doenga ja que a constipagdo, que muitas vezes precede o
inicio dos sintomas motores, € ¢ considerada um marcador precoce da doenga(MARRINAN,
et al., 2014).

Neste estudo corroboramos dados anteriores do nosso grupo de estudo onde
animais experimentais, ratos Wistar machos, apresentaram modificagdo do esvaziamento
gastrico quando submetidos ao modelo de doenca de Parkinson induzida por 6-OHDA
(ALBUQUERQUIE, 2015). De fato mostramos nesse trabalho que os animais apresentam, de
forma controversa ao trabalho anterior uma aceleracdo do esvaziamento gastrico, enquanto o
transito intestinal se mostra retardo, fato que justifica a sintomatologia apresentada pelo
pacientes dom Doenca de Parkinson em estados inciais € mais acentuadamente nos pacientes
com doenga avangada (MARRINAN et al, 2014; COLUCCI, et al., 2012).

Mostramos tambem em primeira mao que o trato gastrintestnal dos animais
submetidos ao modelo de doenca de Parkinson por 6-OHDA apresentam aumento de
compostos redutores com reducdo de glutationa e presencgas de nitritos e nitratos no trato
gastrintestinal, o que pode justificar as alteragdes da motilidade gastrintestinal nestes animais.

Diversos mecanismos podem modificar a motilidade gastrintestinal, acelarando ou
retardo o esvaziamento gastrico e/ou o transito gastrintestinal (GUYTON & HALL, 2017).
Desta feita esses compostos redutores aumentados nos animais submetidos ao modelo de
doenga de parkinson com 6-OHDA ajudam a compreender as alteragdes da motilidade tendo
em vista o efeito sobre a contratilidade da musculatura gastrintestinal destes compostos como
mostrado por Coluci e colaboradores (2012).

Mostramos ainda de forma inovadora que o pds-tratamento desses animais com
betacarofileno uma substancia sabidamente antioxidante reverteu as alteracdes da motilidade
gastrointestinal observadas nos animais submetidos ao modelo da doenga de parkinson com 6-
OHDA. Este efeito se deu tanto sobre o esvaziamento gastrico bem como sobre o transito
intestinal de liquidos em ratos.

Portanto, observamos que provavelmente, as alteracdes que ocorrem no SNC dos
animais lesionados com 6-OHDA de fato repercutem no TGI, e assim como acontece nos
pacientes portadores de DP, ha alteracdo da motilidade e essas alteragdes podem estar
correlacionadas com o aumento do estresse oxidativo nessa regido. Omais interessante € que o
tratamento com BCP foi capaz ndo so de reverter os danos oxidativos no SNC, mas também

no TGI.
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6 CONCLUSAO

Os efeitos neuroprotetores e antioxidantes do BCP sdo evidentes no modelo de DP
com 6-OHDA testado, revertendo inclusive alteragdes no TGI. O fitocanabinoide BCP
reduziu o défict motor e o estresse oxidativo, potencialmente representando um alvo
farmacologico interessante para proteger neurdénios dopaminérgicos de danos. Portanto, o

BCP pode representar um agente promissor no tratamento da DP.
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ANEXO

Universidade Federal do Ceard — Campus Sobral
Comissdio de Etica no Uso de Animais - CEUA
Rua: Av, Comte, Maurocélio Rocha Pontes, 100, Derby
CEF; 62.042-280 Sobral-CE
Fone/Fax: (88) 3611.8000

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada: EFEITOS DO -
CARIOFILENO NA MOTILIDADE GASTROINTESTINAL EM MODELO DE
DOENCA DE PARKINSON INDUZIDA POR 6-OHDA EM RATOS, registrada
com o n" 15/18, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Lissiana Magna Vasconcelos
Aguiar que envolve a produgio, manutengio ou utilizagio de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado
pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) Campus Sobral, em
reunido de 26/02/2019.

Finalidade { ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagio 26/02/2019 até 15/12/2021
Espécie/linhagem/raga Ratos heterogénicos Wistar

N? de animais Ratos: 138.

Peso/ldade Ratos: 250-300g/2-3meses

Sexo Ratos: 138

Origem Biotério Central de Fortaleza

Sobral, 24 de abnl de 2019,

Prof. Dr. Igor Iuco Castro da Silva
Vice-coordenador da Comissio de Etica no Uso de Amimais — CEUA
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ANEXO II - POSTER APRESENTADO MOSTRANDO AS ADERENCIAS
ENCONTRADAS NOS ANIMAIS TRATADOS POR VIA INTRAPERITONEAL

encontro

de iniciogdo
clentifica

EFEITO DA ADMINISTRA(;ED DE B-CARIOFILENO, VIA INTRAPERITONEAL, EM DOSES
REPETIDAS, EM RATOS.

Carel Leal de Mirands'; Mateus Aragio Esmeraldo'; Francisco Jasé Gomes?; Clenne Gomes Moreira®,
Jose Romalde Vasconcelos da Graga®; Lissiana Magna Vasconcelos Aguiar,
Laboratorie de Firiologio = Newrocigncias
Universidade Federal do Ceara — UFC campus Sobral

INTRODUCAO RESULTADOS E DISC

O p-cadiofileno (BCP) @ um sesquiterpenc bicichico patmal comumente Durante o promcalo de B, realizou-se a laparotomia mediama com exposicio das
encommado 1a tnmpmllg,zwdzdlsus essanciass exmaidns de almumas plamtas. comao iscETs Ef:lnm:n.ﬂ]s (estomago e nestne) e foi chservado a presenca de
a Eugenia caryophyflara. Na dlima decada. inpensificou-se o desemvolvimento de aderéncias imtestinais nos animais dos fés ETUpos que Teceberm o Tammenio
esmios relacionados 0 BCR devido 3 imporincia famacoligica dese o BCP (vide figwa 1) Ademais. podese venficar a piora das adesfes
fitocanabinids 1a agio amt-inflamatoria e mo efeito protetor em doengas infestinais quamto maier fol a concenmacac de BCP e a inexistencia de alteracdes

neutodegenerativas, como 2 Doenga de Parkinson (DP). nos grupos SALINA.

OBJETIVO

Relatar & observacie de aderéncias imtestingis em rasos tratados com BCP via
mirapenitoneal (1.p.), em doses repetidas, dutante pesquisa sebre os efzins do BCP
na mptilidade pasrointestnal de mates sobmetdes ao modelo animal de DP
mdurida por 6-Hidroxidapamina (§-OHDA).

METODOLOGIA

Cmdxa‘.‘nidimmi]mqldﬂm

Tamperaiura: Protocolo n°15/18 -
?a;iunigua—nlhquadm CEUA (UFC — Sobaal)
Ciclo clasofesomo - 121 Ths

Figura 1. Adesées intestinais, em ratos, observadas apos laparotomia
mediana.
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unilateral de G-OHDA unilateral de salina
5 2 As aderéncias intestinads secundarias ac use subcrdnice de BCP via 1p. nio foram
| {1 hora depois] | mencicnadss nas referéncias amalisadas e imviabilizaram o prossepuimento do
estudo. Por isso, optou-se pela via oral em substitnigdo. tambem respaldada pela
Inicio do l:rammenm por via intraperitoneal iterarura come livee de efeites toxicologices graves.
= I
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15“’""5 R myEs lm‘“"" REFERENCIAS
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