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RESUMO

A doenca de parkinson (DP) € uma doenca neurodegenerativa progressiva relacionada com a
idade. O tratamento com I-dopa é considerado o tratamento padrdo-ouro para DP, no entanto,
seu uso em longo prazo esté associado a efeitos colaterais significativos. Portanto, hd uma busca
incessante de novas substancias capazes de aliviar os sintomas motores e diminuir a progressao
da degeneracdo neuronal. O &cido laurico (AL) é um acido graxo saturado que tem se mostrado
bastante promissor em pesquisas relacionadas a lesdo no sistema nervoso central (SNC). Com
iss0, 0 presente estudo teve o objetivo de avaliar o efeito neuroprotetor do acido laurico sozinho
(AL) e sua combinacdo com L-dopa, frente a neurodegeneracdo causada pelo haloperidol.
Foram utilizados ratos Wistar machos, adultos, que receberam o tratamento com o acido laurico
nas doses (5, 10 e 20 mg/kg) sozinho, ou com a associacdo (AL + |-dopa), ou com salina
(controles) por via gavagem, durante 14 dias. A partir do sétimo dia do inicio do tratamento, 0s
animais receberam haloperidol 1,0 mg/kg/dia via i.p. Apds o tratamento os animais foram
submetidos aos testes comportamentais (teste da discinesia e da catalepsia). Ao final do
tratamento, os animais foram sacrificados e as areas cerebrais de interesse da pesquisa foram
retiradas para as dosagens neuroquimicas (TBARS, nitrito e GSH). Os resultados revelaram que
apenas o tratamento com acido laurico na menor dose (5 mg/kg) foi capaz de reduzir
significativamente a catalepsia induzida pelo haloperidol apds 15 minutos. O tratamento com
AL apenas com a maior dose (20 mg/kg), sozinho ou associado a L-dopa foram capazes de
prevenir esse efeito. Os resultados que houve aumento nos niveis de MDA no hipocampo, corpo
estriado e cortex pré-frontal causados pelo haloperidol, e o tratamento com AL e L-dopa foram
capazes de reverter este aumento, no entanto apenas a maior dose foi eficaz no corpo estriado.
O AL e L-dopa sozinhos e em associacdo foram capazes de reverter o aumento de nitrito nas
areas cerebrais em todas as doses testadas. O tratamento com haloperidol reduziu os niveis de
GSh enddgeno no hipocampo corpo estriado e cortex pré-frontal, no entanto, apenas o
tratamento com AL nas doses 10 e 20 mg/kg foram capazes de reverter esta reducdo n
hipocampo, assim como o tratamento com L-dopa. No corpo estriado e cortex pré-frontal ndo
houve alteracgdes significativas.

Palavras-chave: parkinsonismo; haloperidol; estresse oxidativo; rigidez extrapiramidal;

levodopa.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is an age-related progressive neurodegenerative disease. Treatment
with I-dopa is considered the gold standard treatment for PD, however, its long-term use is
associated with significant side effects. Therefore, there is an incessant search for new
substances capable of relieving motor symptoms and decreasing the progression of neuronal
degeneration. Lauric acid (AL) is a saturated fatty acid that has proven to be very promising
in research related to central nervous system (CNS) injury. Thus, the present study aimed to
evaluate the neuroprotective effect of lauric acid alone (AL) and its combination with L-
dopa, against the neurodegeneration caused by haloperidol. Male Wistar rats, adults, who
received treatment with lauric acid in doses (5, 10 and 20 mg/kg) alone, or with the
association (AL + I-dopa), or with saline (controls) by gavage, for 14 days. From the seventh
day of the beginning of treatment, the animals received haloperidol 1.0 mg/kg/day via i.p.
After treatment, the animals were subjected to behavioral tests (dyskinesia and catalepsy
test). At the end of the treatment, the animals were sacrificed and the brain areas of interest
to the research were removed for neurochemical assays (TBARS, nitrite and GSH). The
results revealed that only treatment with lauric acid at the lowest dose (5 mg/kg) was able to
significantly reduce haloperidol-induced catalepsy after 15 minutes. Treatment with LA only
with the highest dose (20 mg/kg), alone or associated with L-dopa were able to prevent this
effect. The orofacial movements of tongue protusion were significantly reduced with
treatment with AL in all doses, and also with treatment with L-dopa alone and associated
with LA. The results that there was an increase in MDA levels in the hippocampus, striated
body and prefrontal cortex caused by haloperidol, and treatment with AL and L-dopa were
able to reverse this increase, however only the highest dose was effective in the striated body.
AL and L-dopa alone and in association were able to reverse the increase in nitrite in the
brain areas in all doses tested. Treatment with haloperidol reduced endogenous GSH levels
in the hippocampus striated body and prefrontal cortex, however, only treatment with AL at
doses 10 and 20 mg/kg were able to reverse this reduction in the hippocampus, as well as
treatment with L-dopa. In the striated body and prefrontal cortex there were no significant
changes.

Keywords: parkinsonism; haloperidol; oxidative stress; extrapyramidal rigidity; levodopa.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (DP) é considerada uma sindrome clinica com uma
variedade de causas e apresentacdes clinicas, caracterizada por uma condicdo
neurodegenerativa progressiva; cuja prevaléncia é crescente em todo o mundo. Estima-se
que no ano de 2016 aproximadamente 6,1 milhGes de pessoas no mundo foram
diagnosticadas com a doenca (GBD 2016). As consequéncias da doenca na vida dos
pacientes e cuidadores sdo grandes, afetando a area financeira e principalmente emocional
das pessoas envolvidas. (Macchi et al., 2020).

Por ndo apresentar causa definida a DP é considerada uma doenca idiopatica e
consiste em uma das sindromes parkinsonianasmais importantes. Por ser uma doenga
neurodegenerativa de carater progressivo, sua evolugdo pode durar décadas. Tipicamente
caracterizada por uma combinacdo de sintomas motores (p. ex., bradicinesia e tremor) e
uma série de sintomas ndo motores (p. ex., depressao, declinio cognitivo, dor, constipacédo
e distarbios do sono);essas caracteristicas ndo motoras podem preceder a manifestacdo da
sindrome motora e contribuem substancialmente para a incapacidade dos individuos
afetados (Balestrinoa; Schapira, 2020).

O conjunto de caracteristicas clinicas que envolve os disturbios do movimento séo
denominados de parkinsonismo, 0os mesmos séo resultantes da falha nos ganglios da base.
Estas caracteristicas clinicas do comprometimento da funcdo motora sdo denominas de
sindromes parkinsonianas quando, pelo menos, dois dos quatro sinais cardinais estdo
presentes: tremor de repouso, rigidez, bradicinesia e alteracGes posturais. Dentre as
doencas classificadas como Sindromes Parkinsonianas estdo: Doenga de Parkinson
idiopatica, paralisia supranuclear progressiva, atrofia de maltiplos sistemas, deméncia com
corpos deLewy, parkinsonismo induzido por medicamentos e parkinsonismo vascular,
compartilham entre si a expressao de varios destes sintomas pertinentes ao parkinsonismo
(Faiz; Pihlstram, 2017).

O tratamento da D P esta restrito basicamente ao alivio dos sintomas, pois em
geral, ndo suprime a evolucéo da doenca. O tratamento pode incluir a levodopa, agonistas
dopaminérgicos, inibidores da MAO B, inibidores da COMT, amantadina e outros. A
farmacoterapia dopaminérgica € uma das principais estratégias detratamento. A droga
padrdo-ouro ainda é a levodopa, que € um precursor de dopamina. Porém, este

medicamento pode causar muitos efeitos colaterais quando em uso prolongado, como as
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discinesias, que muitas vezes dificulta seu uso por mais de 5 anos (Aboulghasemia;
Jahromyb; Ghasemi, 2019).

Além disso, existem varia¢Oes interindividuais consideraveis em resposta a
levodopa, e hd um subgrupo de pessoas com DP que se tornam progressivamente
resistentes a levodopa ao longo do tempo, apesar de uma resposta inicialmente benéfica.
Os agonistas da dopamina estdo associados a mais efeitos colaterais(por exemplo, nausea,
ortostase e ataques de sono) e s&o menos tolerados do que a levodopa, especialmente em
idosos com DP (Armstrong; Okun, 2020). Portanto, hd& uma necessidade urgente de
tratamentos que possam efetivamente interferir no processo de neurodegeneracao,
minimizar a progressdo da doenca, com efeitoscolaterais que sejam amplamente tolerados
pelos pacientes.

Com o aumento da prevaléncia das doencas neurodegenerativas, a comunidade
cientifica tem se preocupado em encontrar tratamentos alternativos ou complementares aos
farmacoldgicos utilizados atualmente. Na DP as terapias farmacoldgicas disponiveis,
muitas vezes, apresentam efeitos colaterais em pacientes que fazem uso prolongado dos
medicamentos. Que agem no organismo minimizando os sintomas, porém, sao incapazes de
impedir a progressédo da doenca e de oferecer ao paciente a esperanca de melhora no quadro
patoldgico (Armstrong; Okun, 2020).

O desenvolvimento de medicamentos neuroprotetores eficazes e de baixa
toxicidade continua sendo um desafio. Neste contexto, os produtos naturais desempenham
um papel essencial no processo de descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos.
Atualmente, 0o manejo fitoquimico de doengas tem sido foco de pesquisas recentes (Ullah et
al., 2021). Se comprovado for que o &cido laurico (AL) age como neuroprotetor no SNC,
reduzindo os niveis de oxidacdo, neuroinflamacéo e atenuando os sintomas motores, podera
ser testado futuramente em pesquisas clinicas em associacdo ao tratamento farmacoldgico

convencional com a finalidade de retardar ou prevenir a progressdo da doenca.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fisiopatologia da Doenca de Parkinson

Ao discutir as causas da DP, trés fatores sdo relevantes: genética,ambiente e suas
interacdes. Provavelmente ha um continuum entre causas, fatores de riscoe fatores de
protecao que interagem de diferentes formas para convergir em alteracdes fisiopatologicas.
Com relacdo aos fatores ambientais, diversas toxinas podem produzir umquadro clinico
semelhante a DP, como o parkinsonismo resultante da exposicdo a neurotoxina MPTP.
Além dessas causas diretas, outros fatores ambientais e de estilo de vida tém sido avaliados
como contribuintes para o risco da DP,embora alguns resultados sejam conflitantes. Um
fator de risco bem estabelecido é a exposi¢do a toxinas ambientais, como pesticidas, para
0s quais ha evidéncias convergentese consistentes. Outro fator de risco bem estabelecido é
o traumatismo craniano (Bloem et al., 2021).

A fisiopatologia da DP parece resultar da interacdo complexa de agregacao
aberrante de o-sinucleina, disfuncdo de mitocéndrias, lisossomos ou transporte de
vesiculas, problemas de transporte sinaptico, estresse oxidativo e neuroinflamacdo. Esses
mecanismos da doenca coletivamente resultam em morte neuronal acelerada de neurénios,
principalmente dopaminérgicos da via nigroestriatal, mas a neuropatologia envolve varios
outros circuitos motores e ndo motores. A perda de células de dopamina nigroestriatais
causa um gradiente de deplecdo estriatal, produzindo um desequilibrio entre as vias direta
(facilitatoria) e indireta (inibitoria) através dos ganglios da base, resultando em
bradicinesia (Balestrinoa; Schapira, 2020).

Vale ressaltar que os conhecimentos sobre a fisiopatologia subjacente fornecem
novos alvos potenciais para estratégias de diagnostico e possivelmente de intervencdo. No
entanto, dada a complexidade da fisiopatologia e sua expressdo Unica em um individuo
com DP, a modificacdo do curso da doenca, seja qual for a sua apresentagdo clinica, por
uma Unica intervencdo € improvavel. Além disso, os processos fisiopatoldgicos sdo
diferentes durante a fase prodrémica ou sintomatica inicial da doenga,em comparagdo com
0s estagios posteriores, de modo que o tratamento precisa ser cuidadosamente planejado e

adaptado aos processos da doenca subjacente em curso (Bloem et al., 2021).
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2.2 Epidemiologia

A DP é uma doenca relacionada a idade, com incidéncia e prevaléncia aumentada
de forma constante com a idade. No entanto, ela ndo afeta exclusivamente pessoas mais
velhas. A idade de inicio para quase 25% dos individuos afetados é inferior a 65 anos e
para 5-10% € inferior a 50 anos. O termo DP de inicio jovem foi introduzido quando se
refere a individuos afetados com idadede inicio menor que 40 anos (talvez até menos de 50
anos). A doenca ocorre em todo o mundo, sem diferencas epidemioldgicas notaveis. A
carga global da DP em termos de mortes e incapacidade mais que dobrou nas ultimas duas
décadas (Deuschl et al., 2017).

Estudos sugerem que a origem da DP apesar de estar associada a fatores ambientais
e genéticos tem maior incidéncia de casos relacionada ao estilo de vida e a fatores
ambientais, enquanto uma parcela de 30% dos casos resultam de condicBes genéticas.
Essas observagdes foram corroboradas através de um estudo realizado com gémeos, pelo
qual verificaram a estimativa de herdabilidade da doenca. E importante ressaltar que os
genes multados que se tornam potencialmente importantes na manifestacdo da DP, s6 estdo

presentes em 5-10% dos casos (Simon; Tanner; Brundin, 2020).
2.3 Sindromes Parkinsonianas e a Doenca de Parkinson

E importante salientar que existem varias sindromes parkinsonianas, e a DP é
apenas um tipo. Pode ser classificada como esporadica aigenética. Ja as outras sindromes
parkinsonianas podem incluir o parkinsonismo atipico,que incluia atrofia de maltiplos
sistemas, paralisia supranuclear progressiva, degeneragédocorticobasal e deméncia com
presenca de corpusculos de Lewy, e as demais, induzida por neurolépticos, parkinsonismo
vascular, induzido por intoxicagdo com monoxido de carbono, MPTP ou a encefalite
letargica (Bloem et al., 2021).

Em termos do processo clinico de diagnostico, € crucial definir se o parkinsonismo
esta realmente presente. Para isso, € necessaria a presenca de bradicinesia, combinada com
tremor de repouso, rigidez ou ambos. Em seguida é preciso distinguir a DP de outras causas
de parkinsonismo, 0 que é importante porque o grupo de outrascausas inclui condi¢Ges
neurodegenerativas que sdo conjuntamente referidas como parkinsonismo atipico (Bloem
etal., 2021).

Em comparacdo com DP, essas formas de parkinsonismo atipico geralmente
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compartilham um prognostico muito menos favoravel, com progressdomais rapida da
doenca, resposta menos robusta ou mesmo ausente a medicacdo dopaminérgica,
aparecimento mais rapido de complicacBes debilitantes, como quedas ou deméncia, e
sobrevivéncia marcadamente reduzida. Além disso, esse outro grupo inclui causas
potencialmente reversiveis de parkinsonismo, inclui o parkinsonismo induzido pordrogas
(Postuma et al., 2015).

2.4 Parkinsonismo induzido por drogas (DIP)

O parkinsonismo induzido por drogas (DIP) é a segunda etiologia mais prevalente do
parkinsonismo em idosos ap6s a DP. Drogas neurolépticas como o haloperidol (HP) séo
uma das principais razdes do Parkinson induzido por drogas em todo o mundo. O HP é um
antipsicotico de primeira geracdo comumente usado no tratamento da esquizofrenia.O uso
do HP é limitado pela tendéncia da droga em apresentar uma série de sintomas
extrapiramidais como parkinsonismo e discinesia tardia (Ward 2018).

O haloperidol exerce o seu efeito antagonizando os receptores dopaminérgicos D2e
D1 e blogueando a neurotransmissdo dopaminérgica estriatal. Além disso, provoca
disparos anormais nos circuitos dos ganglios basais, que se manifestam sob a forma de
rigidez muscular e catalepsia 1 hora apds a injecdo com doses entre 0,5 a 2 mg/kg, em
roedores e primatas, podendo ser utilizado para induzir um modelo de DP. Para além da
rigidez e da catalepsia, que envolve a incapacidade de corrigir apostura anormalmente
imposta, este modelo também mimetiza outras caracteristicas como a validade facial da
DP, por exemplo a acinesia (Pingale; Gupta, 2020).

Ao contrario dos medicamentos antipsicoticos atipicos que possuem afinidade para
varios receptores, o haloperidol € um neuroléptico tipico de estreito espectro, que possui
alta afinidade para os receptores D2 (Kapur; Mamo, 2003). Devido a alta seletividadepara
os receptores D20 haloperidol se torna o principal antagonista, levando ao bloqueio de
suas fungBes e aocomprometimento das areas envolvidas no movimento. Os principais
sintomas extrapiramidais (SEP) que podem ocorrer durante o tratamento com o
haloperidol s&o a distonia, que consiste na presenca de tor¢do e contragdes musculares
repetitivas; o parkinsonismo no qual o paciente apresenta bradicinesia, tremor e rigidez
muscular; a discinesia com movimentos involuntarios e acatisia (Tyler et al., 2017).

A fisiopatologia exata dos sintomas extrapiramidais induzidos pelo haloperidol

ainda ndofoi devidamente esclarecida. O estresse oxidativo causado por aumento da
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producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e uma diminuigcdo dos mecanismos de
defesa antioxidante parecem estar envolvidos como mecanismos fisiopatologicos. O
tratamento com HP causa bloqueio do receptor de dopamina provocando aumento da taxa
de renovacdo da dopamina. Isso pode levar a geragdo de ROS como subprodutos do seu
metabolismo. Além da producdo de radicais livres, a administracdo de HP também esta
associada a uma diminuicéo dos niveis de glutationa antioxidante (Kabra et al., 2019).
Em estudos com animais, neurotoxinas como 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6- tetrahidroxipiridina (MPTP), 6-OHDA e haloperidol sé&o
comumente usadas para induzir modelo experimental de DP,mimetizando certos aspectos
da doenca como anormalidadesmotoras, onde lentiddo de movimento e catalepsia podem
ser mensuradas (Saeed et al., 2017). O uso desses modelo animais permite a realizagdo de
pesquisas que visam melhor compreensdo dos mecanismosfisiopatolégicos da DP,

descoberta de possiveis marcadores biolégicos e novos tratamentos.

2.5 Acido laurico como possivel alternativa para o tratamento da DP

O 4cido dodecanoico ou acido laurico € um &cido graxo saturado com férmula
estrutural CH3(CH2)10COOH. Tem potente acdo anti-inflamatoria estando presente no
leitehumano, de vaca e de cabra. E o principal 4cido encontrado no leite de coco, 6leo de
coco eno 6leo da semente de palma. Compondo cerca de 48,5% do volume do 6leo de
coco. O acido laurico é um écido graxo de cadeia média (MCFA). Uma moélecula que se
apresenta como uma via alternativa a rota da glicose, ao ser metabolizada pelo figado €
transformada em corpos cetdnicos, substancia de alto valor energético para o metabolismo
cerebral (Fernando, et al. 2015; Correia et al., 2014).

Dentre os produtos alimenticios obtidos da planta Coccos nucifera existe o 6leo de
coco, a qual é extraido da polpa da fruta. O 6leo de coco virgem (OCV) é amplamente
utilizado como um alimento funcional e em diversos segmentos da sociedade, na industria
alimenticia, de bebidas, produtos medicinais e cosmeticos, por apresentar beneficios a
salde e se adaptar a estas aplicagdes sem causar danos a quem o consome. O OCV
apresenta em sua composigdo cerca de 45 a 52% de &cido laurico e é uma das trés formas
existentes do 6leo de coco (Nitbani 2022).

Estudos demonstram que o AL apresenta varios efeitos promissores, incluindo
reducdo de lipideos, antioxidante e atividade anti-inflamatdria (Illam; Narayanankutty;

Raghavamenon, 2017). Esse composto pode agir na reducdodo estresse oxidativo e a
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geracgdo de radicais livres que causam danos a componentes celulares importantes, como
lipideos, proteinas e &cidos nucléicos, e estdo envolvidos na etiologia de varios estados
patoldgicos, dentre eles incluem as doencas neurodegenerativas,como a DP. Essa agédo
antioxidante, portanto, acontece prevenindo que espécies reativas, atuem influenciando na
morte celular (Rahim et al., 2017).

Existem também relatos de atividade neuroprotetora com melhora de parametros
cognitivos e de memoria, através da acdo moduladora em processos que causam a morte
celular, como o de estresse oxidativo e consequentemente também prevenindo o
desequilibrio bioquimico de macromoléculas como no (DNA). Modulando a regulagao
de processos de viabilidade celular, regulando a expressdo de proteinas relacionadas a
apoptose (Rahim et al., 2017).

Também hé indicios de que o acido laurico é capaz de diminuir as respostas
neuroinflamatdrias decorrentes da microglia ativada, através da reducdo na producédo de
oxido nitrico (NO), de radicais livres e fosforilacdo (ativacdo) de p38-MAPK e JNK,
producédo de citocinas inflamatdrias e fagocitose (Nishimura, et al. 2018). A ativa¢do da
microgliaocorre por consequéncia da inflamagdo cronica decorrente do processo de
neurodegeneracdo da doenca, agravando a patologia, pois as citocinas préinflamatorias,
tais como IL-1 e IL-6, ao serem liberadas produzem ROS, modificando o pontencial
neuroquimico natural da barreira hematoencefalica e do espaco cerebral circundante (Heo;
Han; Lee, 2005).



21

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do acido laurico sozinho ou associado a L-DOPA em modelo de
parkinsonismo induzido por haloperidol em ratos.

3.2 Objetivos especificos

= Avaliar os efeitos do acido laurico sozinho ou associado a levodopa nas alteragdes
locomotoras dos animais submetidos ao parkinsonismo induzido por haloperidol

através dos testes comportamentais de Catalepsia e Discinesia tardia.

= Analisar o efeito do tratamento com acido laurico sozinho ou associado a levodopa
sobre o estresse oxidativo e a peroxidacdo lipidica através das concentracbes de

nitrito/nitrato e TBARS no cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado dos animais.

= Investigar o efeito do tratamento com acido laurico sozinho ou associado a levodopa

sobre o sistema antioxidante enddgeno através da determinacédo dos niveis de glutationa.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.2 Animais

A presente pesquisa utilizou o total de 131 ratos Wistar machos, adultos e com
faixa de peso entre 200 - 2509, sendo que 5 foram utilizados previamente para teste piloto.
Adquiridos do Biotério Central da UFC. Os animais ficaram acondicionados em nimero
maximo de 6, em caixasde polipropileno, a temperatura media de 24 + 2°C em ciclos de
alternancia claro/escuro de 12 horas, recebendo racéo padréo e agua a ad libitum.

4.3 Drogas

Foram utilizados na pesquisa o Acido Léurico, L-dopa e Haloperidol obtidos
através de compra na (Sigma®, St Louis, MO, EUA).

4.4 Aspectos éticos

Inicialmente o projeto de pesquisa foi submetido & Comissdo de Etica no uso de
animais — CEUA, da Universidade Federal do Ceara, Campus Sobral. As etapas
conseguintesda execucao do projeto foram realizadas apos a aprovacdo do mesmo. Tendo
inicio logo apds a liberacdo do parecer de aprovacao do comité de ética no uso de animais,
registrado como Protocolo CEUA UFC Sobral n° 06/22.

4.5 Delineamento experimental

Os animais foram pesados diariamente antes de cada tratamento, em seguida foram
divididos em grupos contendo 6 ratos em cada caixa. Posteriormente, foram tratados da
seguinte forma: grupo 1: (controle sham) Recebeu Salina 0,9 % (via gavagem,diariamente)
por 14 dias e salina 0,9 % i.p. uma vez ao dia por 7 dias, a partir do oitavo dia do protocolo.
O grupo 2: (controle halo) Recebeu salina 0,9 % (via gavagem, diariamente) por 14 dias e
no oitavo dia recebeu Haloperidol (1 mg / kg, i.p. diariamente durante uma semana). O
grupo 3: Recebeu levodopa (30 mg / kg, via gavagem) por 14 dias, sendo que no oitavo
dia de protocolo recebeu haloperidol (1 mg / kg i.p.), uma vez por dia durante uma
semana). O grupo 4: Recebeu &cido laurico (5 mg / kg via gavagem) por 14 dias e
Haloperidol (1 mg / kg i.p.) por uma semana, partindo do oitavodia do protocolo. O grupo
5: Recebeu &cido laurico (10 mg/ kg via gavagem) por 14 diase Haloperidol (1 mg/kgi.p.)
por uma semana. O grupo 6: Recebeu acido laurico (20 mg/ kg via gavagem diariamente)

por 14 dias e Haloperidol (1 mg/kgi.p.) durante 7 dias, a contar do oitavo dia do protocolo
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e 0 grupo 7: Recebeu levodopa (30 mg / kg, via gavagem) e &cido laurico na melhor dose
testada, por 14 dias, sendo que no oitavo dia deprotocolo recebeu haloperidol (1 mg / kg

i.p.), uma vez por dia durante uma semana.

Fonte: A autora.

Figura 1: Representacdo esquematica do procedimento experimental.

Tratamento com Acido Laurico (14 dias)

a
»

Tratamento com Haloperidol (7 dias)

Dia 1 ia8 Dia 14 | Dia 15
Antes do tratamento: Ti:: e da.u dTes.t 2 d?
Teste do campo aberto catalepsia |sm:es|a
eutanasia

4.6 Dosagens

As dosagens de cada grupo foram determinadas previamente a realizagéo do protocolo
experimental e estdo expressas no (quadro 1) apresentado a seguir. O grupo da melhor dose
representa a dose do &cido laurico (5, 10 e 20 ml/kg) que demonstrou melhor efeito quando

comparados ao grupo Sham. Foi determinada através dos resultados obtidos das analises
neuroquimicas realizadas na pesquisa.
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Quadro 1: Drogas e dosagens que foram administradas em cada grupo.

Grupos Haloperidol (1 mg/kg Acido L-
i.p.) laurico DOPA

G1 (Sham) * * -
G2 (Halo) Sim * -
G3 (L-DOPA) Sim - 30 mg/Kg
G4 (AL 5) Sim 5 mg/Kg -
G5 (AL 10) Sim 10 mg/Kg -
G6 (AL 20) Sim 20 mg/Kg -
G7 (Halo + AL Sim *melhor 30
+L-DOPA 30) dose mg/Kg

* foi administrado salina 09%.

Obs: As aplicacdes do Haloperidol e salina foram realizados por via i.p., Acido laurico e L-DOPA v.0.

Fonte: A autora.

4.7 Analises Comportamentais
4.7.1 Teste do Campo Aberto

O teste foi realizado baseado na metodologia validada por Sielgel (1946) e Archer
(1973), a qual verificou a atividade exploratéria do animal. No dia 0, os animais foram
submetidos ao campo aberto, no qual foram verificados os seguintes parametros
comportamentais: cruzamentos e rearing (atividade exploratoria vertical). Cada grupo foi
separado em caixas de polipropileno, com total de 5 a 6 animais em cada caixa. O teste do
campo aberto foi realizado ap0ds a separacdo dos grupos e antes do tratamento ser iniciado,
para verificacdo da sanidade motora e comportamental de cada animal e para continuar na

pesquisa.

4.7.2 Teste de catalepsia

A catalepsia induzida por haloperidol foi avaliada em intervalos de 15, 30, 60,90 e
120 minutos em um teste de barra padrdo. Para o teste de catalepsia, os animais foram
posicionados de forma que suas patas traseiras ficaram apoiadas na bancada, e seus
membros anteriores repousados em uma barra horizontal de 1 cm de didmetro, 6-9 cm
acima dabancada. O tempo que 0s animais se mantiveram nessa posigéo foi registrado por

crondmetro (média de trés tentativas consecutivas; intervalo: 1 min). Os animais foram
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considerados catalépticos quando se mantiveram nesta posicao por 30 s ou mais.

Os animais foram submetidos a estimulos e foram medidos escores de catalepsia,
de acordo com Kulkarni et al., 1979. O escore da catalepsia foi medido em diferentes
intervalos de tempo (15, 30, 60, 90 e 120 min) em todos 0s grupos com base na
incapacidade do animal em corrigir sua postura imposta externamente (na bancada). A
pontuacdo da Catalepsia foi registrada de acordo com o tempo que o animal segurou a
barra sem movimento voluntario com um tempo de corte de 3 min (Kumari et al., 2017).
Como apresentado no (Quadro 2) para um Unico rato o escore maximo possivel seria 3,5,
representando catatonia total e escores mais baixos representam graus mais leves de

catatonia.

Quadro 2: Escore de catalepsia.

Estagio | Caracteristica Escore

1 Rato se move apenas quando tocado ou levemente 0,5
Empurrado

2 Rato colocado em uma bancada com as patas dianteiras 1

colocadas alternadamente em uma barra de 9cm de altura,
falhaem corrigir a postura durante 10 segundos, com 1
escore para cada pata. Podendo totalizar até 2 escores.
3 Rato colocado em uma bancada com as patas dianteiras 0,5
colocadas alternadamente em uma barra de 3cm de altura,
falhaem corrigir a postura durante 10 segundos, com 0,5
escores para cada pata. Podendo totalizar até 1 escore.

Fonte: A autora.

4.7.3 Teste de discinesia orofacial

A discinesia orofacial é conhecida como movimentos de mastigacdo no vacuo ou
mastigacdo vazia (VCM) em roedores. No dia do teste, os ratos foram colocados
individualmente em uma pequena caixa rodeada de espelhos (30 x 20 x 30 cm) para
avaliacdo da discinesia oral. Os animais ficaram 10 minutos em adaptacdo na gaiola de
observacdo antes das avaliagdes comportamentais. Neste estudo, 0s movimentos de
mastigacdo no vazio sdo denominados aberturas unipodais no plano vertical néo
direcionadas para o material fisico. Os movimentos de protrusdo da lingua e mastigacdo
vazia que ocorreram durante o grooming, ndo foram considerados. Os espelhos foram
posicionados sob 0 piso e na parede posterior da gaiola para permitir a observacao da
discinesia oral quando o animal estivesse longe do observador. Os parametros

comportamentais da discinesia oral foram medidos continuamente durante 5 minutos e
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anotadas as quantidades desses movimentos. (Bagewadi h. G; Khan A. 2015).
4.8 Analises neuroquimicas
4.8.1 Eutanasia

Ap0s a administracdo das drogas e da realizacdo dos testes comportamentais, 0s
animais foram sacrificados por decapitacdo na guilhotina. Segundo Carvalho (2017),
foram mensuradosos genes de dor expressos durante a realizacdo de cinco métodos de
eutanasia diferentes com uma espécie de roedor. A pesquisa apontou que os dois
procedimentos que expressaram menos genes de dor foram em primeiro lugar o
deslocamento cervical e em segundo lugar a decapitacdopor guilhotina. O método de

decapitacdo por guilhotina foi o escolhido para o sacrificio dos animais.
4.8.2 Dissecacdo das Areas Cerebrais

ApoGs a realizagdo dos testes comportamentais, os animais foram devidamente
eutanasiados através de decapitacdo por guilhotina e logo em seguida, os encéfalos foram
retiradosrapidamente e colocados sobre papel aluminio numa placa de Petri com gelo. Em
seguida, o corpo estriado esquerdo e corpo estriado direito, o cortex pré-frontal e o
hipocampo foram isolados das estruturas circunjacentes por divulsionamento com uma
tesoura de microdissecacdoap0s o rebatimento lateral do cortex. Terminada a dissecacéo,
cada area foi colocada em papel de aluminio, sob gelo, pesada e armazenada a -80 °C para
uso posterior. Os tecidos foram considerados como tendo a mesma viabilidade para
experimentacdo até 24h ap0s a dissecacao.

4.8.3 Determinacdo da peroxidacao lipidica (TBARS)

O grau de lipoperoxidacdo em corpo estriado de ratos foi medido através da
determinacdo das concentracfes de substancias reativas do acido tiobarbitdrico (TBARS),
conforme o método de Draper e Hadley (1990). foram preparados homogenatos das
areas cerebrais a 10% em solucéo de fosfato de sodio 150 mM, ph 7,4. Um volume de 0,25
mL dohomogeneizado foi mantido em banhomaria a 37 °C por 1 hora, seguido por
precipitacdo com 400 uL de &cido perclorico (35%). Apds centrifugagdo (14000 g/15
mim/4°C), o sobrenadante foi transferido e, a ele, adicionado 200 uL. desolugdo de acido
tiobarbitarico (1,2%). Ap6s banho de agua fervente (95-100 °C/30 min), o conteddo de
TBARS foi determinado em espectrofotdmetro a 532 nm. Os resultados foram expressos
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em micromol de MDA por mg de tecido.
4.8.4 Determinacdo da Concentracdo de Nitrito/Nitrato

Para a determinacdo da producéo de nitrito/nitrato foram pesados 7 mg de NaNO2e
dissolvidos em 10 mLde agua destilada (estoque-10 mM) feitas diluicbes em série (10 e20
x), ficando 1 mM, 100 uM,10 uM, 5 uM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,625 uM, 0,312 uM.
Assim, foi realizada uma equacdo da reta para o calculo das concentracdes do teste
(Green; Tannembaun; Goldman, 1981). Para a determinagdo da concentra¢do de nitrito
em cada tecido, foram preparados homogenatos das areas cerebrais a 10% (w/v) em
solucdo de fosfato de sédio 150 mM, pH 7,4, apos centrifugacédo (11000 g/15 min/4°C),
o0s sobrenadantes foram coletados e a producdo de (NO) determinada através da reacao
de Griess. Uma aliquota de 100 pL do sobrenadantefoiincubada com 100 uL do reagente
de Griess [sulfanilamida 1 % em H3PO4 1 %/N-(-1- naphthyl) - ethylenediamine 0,1 %/
H3PO4 1 % / diluido em agua (1:1:1:1)] a temperatura ambiente por 10 minutos. A
absorbancia foi medida em espectrofotdmetro a 570 nm. A concentragéo de nitrito (uM)
foi determinada a partir de uma curva padréo de NaNO?2. Os resultados foram expressos

em uM/mg de tecido.
4.8.5 Determinacdo da Concentracdo da Glutationa Reduzida (GSH)

Para a determinacdo da atividade antioxidante, foi determinada a concentragéo da
GSH, a qual se baseia na reacdo do reagente de Ellman (5,5-ditiobis; acido 2-
nitrobenzoico) (DTNB) com o tiol livre originando um dissulfeto misto mais acido 2-
nitro-5-tiobenzdico. Para a determinacdo da concentracdo de GSH, foi construida uma
curva padrdo a partir da solucdo padrdo de GSH (1 mg/mL), a qual foi preparada em
triplicata de solugdes a 6,25; 12,5; 25; 50 €100 pg/mL. O branco foi feito com agua
destilada (4 mL) e a cada tubo das solugdes de GSH foi acrescentado 4 mL de tampdo Tris
HCI 0,4M (pH 8,9). Para a determinacdo da equacdo da curva padrdo de GSH, foi
adicionado ainda a cada tubo 0,1 mL de DTNB (0,01 M), foi feita a leitura da absorbancia
a 412 nm. Apos feito o homogenato a 10% em EDTA 0,02 M foi retirado 400 pL desse
homogenato e adicionado 320 uL de 4gua destilada e mais 80 uL de &cido tricloroacéticoa
50%. O material foi agitado e centrifugado (3000 g/15 min/4 °C). Em seguida foi colhido
400 puL do sobrenadante e acrescido 800 pL de tampé&o Tris-HCI 0,4 M, pH 8,9 emais 20
uL de DTNB 0,01 M. Ap6s 1 minuto da reagao foi feita a leitura da coloracao em 412nm,
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através de um espectrofotdmetro. A concentracdo da GSH foi expressa em nanograma de
GSH por grama de tecido.

4.9 Andlises Estatisticas

Os valores obtidos foram mostrados pela média + erro padrdo da média (EPM),
andlise de diferencas estatisticas através da andlise de variancia (One-way ou Two-way
ANOVA), logo apds o teste de Comparagdes Multiplas de Tukey ou Bonferroni. As
analises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism, versdo 8.0 (San Diego,
CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Analises Comportamentais
5.1.1 Teste do Campo Aberto

Os parametros analisados no campo aberto que medem a funcdo motora e
comportamental, foram utilizados como requisito para inclusdo dos animais na pesquisa. Os
seguintes valores foram obtidos no teste do campo aberto realizado com os 131 animais,
analisados antes do inicio do protocolo experimental. Verificou-se a quantidade minima de
26 e maxima de 125 cruzamentos realizados na caixa, enquanto no rearing, a quantidade

minima observada foi de 11 e maxima de 48 de atividade locomotora vertical exploratdria.
5.1.2 Teste da catalepsia

Em roedores, os sintomas extrapiramidais provocados pelo haloperidol, que
caracterizam a inducdo do modelo se manifestam como rigidez muscular e incapacidade
de corrigir a postura anormalmente imposta no teste da catalepsia. Os resultados mostram
que nol4° dia do protocolo experimental (apds sete dias de tratamento com haloperidol),
nos temposde 15, 30 e 60 minutos ap6s a administragao do haloperidol, os animais do grupo
controle apresentaram catalepsia quando comparados aos animais do grupo sham
(p<0,0001). Apenas o tratamento com acido laurico na menor dose (5 mg/kg) foi capaz de
reduzir significativamente a catalepsia induzida pelo haloperidol apds os tempos de 15
(p<0,0001), 30 (p<0,0001) e 60 (p<0,01) minutos quando comparados ao grupo controle,
conforme demonstrado na (Figura 2).
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Figura 2: Efeito do pré-tratamento com LA na catalepsia induzida pelo haloperidol.
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Legenda: Sham: saudavel, cont: controle (haloperidol 1 mg/kg), LA: acido laurico (5, 10 e 20 mg/kg), LDOPA:
levodopa (30 mg/kg) Dados apresentados como média + SEM (n = 12-18 animais/grupo). Para as analises
estatisticas foram utilizados testes de One-way ANOVA, seguido do teste de post hoc de Bonferroni. Os valores
considerados significantes: ***p< 0,0001cont vs sham; #### p< 0,0001; ### p< 0,001; ## p< 0,01 AL 5 vs
Cont.

5.1.3 Teste de discinesia orofacial

Para verificar a discinesia, 0s animais foram submetidos a avaliacdo para quantificar
osmovimentos de mastigacdo vazia (MMVs) e movimentos de protrusdo da lingua. Os
resultados mostraram que o haloperidol induziu os MMVs quando comparado o grupo
controle ao sham (p<0,005), enquanto o pré-tratamento com LA na maior dose (20 mg/kg)
sozinho (p<0,05) ou associado a Ldopa (p<0,05) foram capazes de prevenir esse efeito
(p<0,0001) conforme apresentado na (Figura 3).
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Figura 3: Efeito do pré-tratamento com LA na discinesia orofacial induzida pelo haloperidol
— Movimentos de mastigacédo vazia.
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Legenda: Sham: saudavel, cont: controle (haloperidol 1 mg/kg), LA: acido laurico (5, 10 e 20 mg/kg), LDOPA:
levodopa (30 mg/kg) Dados apresentados como média £ SEM (n = 12-18 animais/grupo). Para as analises
estatisticas foram utilizados testes de One-way ANOVA, seguido do teste de Tukey. Os valores considerados
significantes: **p< 0,005 cont vs sham; #p< 0,05 AL 20 vs Cont.

5.2 Analises Neuroquimicas
5.2.1 Determinacao da peroxidacao lipidica (TBARS)

Os resultados da peroxidacdo lipidica mostraram que o haloperidol aumentou
significativamente os niveis de MDA no hipocampo quando comparado ao sham (p<0,005)
e o tratamento com LA em todas as doses testadas (5mg/kg, p<0,005; 10mg/kg, p<0,001 e
20mg/kg, p<0,005) preveniu esse efeito (Fs33=6.919, p<0,0002) (Figura 4). No corpo
estriado o haloperidol também induziu aumento dos niveis de MDA (p<0,05), que foi
reduzido com o tratamento com L-dopa (p<0,05) e com LA apenas na maior dose (P<0,05)
(F5.20=4.318, p<0,047) (Figura 5). No cortex pré-frontal houve aumento dos niveis de MDA
nos animais do grupo controle(haloperidol) quando comparado ao sham (p<0,0001) e o
tratamento com LA em todas as doses 5mg/kg (p<0,05), 10mg/kg (p<0,001) e 20mg/kg
(p<0,001) e tambem com o tratamento com Ldopa sozinho (p<0,001) reduziram esses niveis
(Fs,28=14.58, p<0,0001) (Figura 6).
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Figura 4 : Efeito do preé-tratamento com LA na peroxidacéo lipidica induzida pelo
haloperidol no hipocampo.
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Legenda: Sham: saudavel, cont: controle (haloperidol 1 mg/kg), LA: &cido laurico (5, 10 e 20 mg/kg), LDOPA:
levodopa (30 mg/kg). Dados apresentados como média + SEM (n = 6-8 animais/grupo). Para as analises
estatisticas foram utilizados testes de One-way ANOVA, seguido do teste de Tukey. Os valores considerados
significantes: **p< 0,005 cont vs sham; ###p<0,001 AL 10; ##p<0,005 AL 5; ##p<0,005 AL 20 vs Cont.



33

Figura 5: Efeito do pré-tratamento com LA na peroxidacdo lipidica induzida pelo
haloperidol no corpo estriado.
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Legenda: Sham: saudavel, cont: controle (haloperidol 1 mg/kg), LA: &cido laurico (5, 10 e 20 mg/kg),
LDOPA: levodopa (30 mg/kg). Dados apresentados como média = SEM (n = 6-8 animais/grupo). Para as
andlises estatisticas foram utilizados testes de One-way ANOVA, seguido do teste de Tukey. Os valores

considerados significantes: *p< 0,05 cont vs sham; #p<0,05 LA 20 vs Cont.
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Figura 6: Efeito do pré-tratamento com LA na peroxidacdo lipidica induzida pelo
haloperidol no cortex pré-frontal.
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Legenda: Sham: saudavel, cont: controle (haloperidol 1 mg/kg), LA: acido laurico (5, 10 e 20 mg/kg),
LDOPA: levodopa (30 mg/kg). Dados apresentados como média + SEM (n = 6-8 animais/grupo). Para as
andlises estatisticas foram utilizados testes de One-way ANOVA, seguido do teste de Tukey. Os valores
considerados significantes: ****p< 0,0001 vs sham;####p<0,0001; #p<0,05 vs Cont; @ p<0,05 vs LA5.

5.2.2 Determinacdo da Concentracdo de Nitrito/Nitrato

O haloperidol também aumentou o estresse nitrosativo, demonstrado através do
aumento dos niveis de nitrito nas areas cerebrais testadas. No hipocampo (p<0,005) esse
aumento foi prevenido com o tratamento com LA em todas as doses testadas (5mg/kg, p<
0,0001; 10mg/kg, p<0,0001 e 20mg/kg, p<0,0001) e também na associacdo com Ldopa
(p<0,0001) (Fe31=31.42, p<0,0001)(Figura 7).

No corpo estriado ocorreu efeito semelhante, aumento dos niveis nos animais
controles(p<0,0001), que foi revertido com o tratamento com LA em todas as doses
testadas (5mg/kg, p< 0,0001; 10mg/kg, p<0,0001 e 20mg/kg, p<0,0001) e também na
associagdo com Ldopa (p<0,0001) (Fe32=41.23, p<0,0001), conforme ilustrado na (Figura
8).

Também no cortex pre-frontal foi observado esse efeito, aumento dos niveis nos

animaiscontroles (p<0,0001), que foi revertido com o tratamento com LA em todas as
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doses testadas (5mg/kg, p< 0,005; 10mg/kg, p<0,0001 e 20mg/kg, p<0,0001) e também
na associacdo com Ldopa (p<0,0001) (Fs31=16.66, p<0,0001)(Figura 9).

Figura 7: Efeito do pré-tratamento com LA nos niveis de nitrito/nitrato no hipocampo.
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Fonte: Autora.

Legenda: Sham: saudavel, cont: controle (haloperidol 1 mg/kg), LA: acido laurico (5, 10 e 20 mg/kg), LDOPA:
levodopa (30 mg/kg). Dados apresentados como média = SEM (n = 6-8 animais/grupo). Para as analises
estatisticas foram utilizados testes de One-way ANOVA, seguido do teste de Tukey. Os valores considerados
significantes: sham **p< 0,005 vs sham;###p<0,0001 vs Cont.
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Figura 8: Efeito do pré-tratamento com LA nos niveis de nitrito/nitrato no corpo
estriado.

0.20+
0.154 i —

0.104

Nitrito
(Mmol/g de tecido)

0.05-

0.00-—i

Haloperidol
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Legenda: Sham: saudavel, cont: controle (haloperidol 1 mg/kg), LA: &cido laurico (5, 10 e 20 mg/kg), LDOPA:
levodopa (30 mg/kg). Dados apresentados como média =+ SEM (n = 6-8 animais/grupo). Para as analises
estatisticas foram utilizados testes de One-way ANOVA, seguido do teste de Tukey. Os valores considerados
significantes: ***p< 0,0001 vs sham;###p<0,0001 vs Cont.
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Figura 9: Efeito do pré-tratamento com LA nos niveis de nitrito/nitrato no cértex pré-
frontal.
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Fonte: Autora.

Legenda: Sham: saudavel, cont: controle (haloperidol 1 mg/kg), LA: &cido laurico (5, 10 e 20 mg/kg), LDOPA:
levodopa (30 mg/kg). Dados apresentados como média + SEM (n = 6-8 animais/grupo). Para as analises
estatisticas foram utilizados testes de One-way ANOVA, seguido do teste de Tukey. Os valores considerados
significantes: ***p< 0,0001; ** p<0,001 vs sham; ###p<0,0001; ## p<0,005 vs Cont.

5.2.3 Determinacdo da Concentracdo da Glutationa Reduzida (GSH)

O haloperidol reduziu significativamente os niveis de GSH no hipocampo quando
comparado ao grupo sham (p<0,005) e o LA foi capaz de recuperar esses niveis apenas com
asdoses de 10 (p<0,05) e 20 mg/kg (p<0,05) (Fe,106=52.10, p<0,0001) (Figura 10). No corpo
estriado o haloperidol também provocou reducdo do GSH (p<0,05), porém nem o LA nem a
Ldopa foram capazes de reverter esse efeito (Fs26=34.49, p<0,0160) (Figura 11). Ja no cortéx
pré-frontal ndo foram observadas alteracGes significativas estre os grupos testados (Figura
12).
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Figura 10: Efeito do pré-tratamento com LA nos niveis de GSH no hipocampo.
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Fonte: O autor

Legenda: Sham: saudavel, cont: controle (haloperidol 1 mg/kg), LA: &cido laurico (5, 10 e 20 mg/kg), LDOPA:
levodopa (30 mg/kg). Dados apresentados como média + SEM (n = 6-8 animais/grupo). Para as andlises
estatisticas foram utilizados testes de One-way ANOVA, seguido do teste de Tukey. Os valores considerados
significantes: **p< 0,005; *p<0,05 vs sham; # p<0,005 vs Cont.

Figura 11: Efeito do pré-tratamento com LA nos niveis de GSH no corpo estriado.
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Fonte: Autora.
Legenda: Sham: saudavel, cont: controle (haloperidol 1 mg/kg), LA: &cido laurico (5, 10 e 20 mg/kg), LDOPA:

levodopa (30 mg/kg). Dados apresentados como média + SEM (n = 6-8 animais/grupo). Para as analises
estatisticas foram utilizados testes de One-way ANOVA, seguido do teste de Tukey. Os valores considerados
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significantes: *p<0,05 vs sham.

Figura 12: Efeito do pré-tratamento com LA nos niveis de GSH no cortex pré-frontal.
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Fonte: Autora.

Legenda: Sham: saudavel, cont: controle (haloperidol 1 mg/kg), LA: &cido laurico (5, 10 e 20 mg/kg), LDOPA:
levodopa (30 mg/kg). Dados apresentados como média + SEM (n = 6-8 animais/grupo). Para as analises
estatisticas foram utilizados testes de One-way ANOVA, seguido do teste de Tukey. Os valores considerados

significantes: ndo apresentou significancia entre os grupos.
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6 DISCUSSAO

Segundo Kraeuter e colaboradores (2019), o teste do campo aberto é importante para
analisar o comportamento e a atividade locomotora, verificar a saude fisica e psicologica do
animal, atraves do aumento do nivel de ansiedade e estresse que o camundongo é submetido
durante o teste. O autor ressalta que a atividade dentro da area do campo aberto é reduzida
conforme os niveis de estresse do animal aumentam. O seguinte aspecto foi considerado para
inclusdo dos animais na presente pesquisa. Os resultados obtidos de atividade exploratdria
vertical e de cruzamentos no campo aberto demonstraram que 0s animais estavam aptos e
saudaveis para prosseguirem no protocolo experimental.

Os resultados do presente estudo mostraram que apds o tratamento com o haloperidol
(1 mg/kg), os animais apresentaram alteracfes comportamentais manifestadas atraves dos
movimentos orofaciais (movimentos de mastigacao vazia (MMV) e catalepsia, compativeis
com a indugdo do modelo de DP. O tratamento com acido laurico na maior dose reduziu o0s
movimentos orofaciais, sendo que a dose de 5 mg/kg diminuiu a catalepsia dos animais,
mostrando que o LA foi capaz de prevenir e aliviar os efeitos adversos extrapiramidais, como
a acinesia e as respostas catatonicas induzidas pelo haloperidol. Esses efeitos foram similares
aqueles observados com o tratamento com L dopa, embora a associacdo do LA com a L-
dopa tenha mostrado resultados significativamente melhores nesses parametros.

Esses resultados corroboram com aqueles obtidos por Shehata e colaboradores
(2020) que, analisando os efeitos do dleo de coco virgem (VCO) contra a neurotoxicidade
induzida pela I-dopa em ratos adultos, verificaram que o co-tratamento com 6leo de coco
virgem minimizou significativamente os efeitos nocivos da L-dopa, através da normalizacao
das atividades comportamentais no teste do campo aberto e reducdo da agressividade
induzidos pela L-dopa. Eles atribuiram esses efeitos as acOes antioxidantes e anti-
inflamatdrias desse 6leo, que foi capaz de proteger a microestrutura do cérebro e aumentar
a funcdo cerebral, particularmente a neurotransmissdo dopaminérgica modular o
comportamento social e a agressao.

Recentemente, Belviranli e Okudan (2024), utilizando um modelo de doenca de
Alzheimer (DA) induzido por G-galactose (D-GAL) e cloreto de aluminio (AICI3) em ratos,
demonstraram que o 6leo de coco atenuou a reducdo da atividade locomotora, o

comportamento ansioso e a diminuicao da aprendizagem e da memoria espacial dos animais.
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Eles sugeriram que o 6leo de coco apresentou efeitos protetores contra comprometimento
cognitivo e ndo cognitivo, marcadores de patologia da DA, através dareducdo do estresse
oxidativo e melhora da transmisséo sinaptica e fungéo colinérgica. Partindo do principio de
que o componente majoritario do 6leo de coco é o acido laurico,pode-se inferir que esses
efeitos podem ser, em grande parte, atribuidos a esse composto,corroborando com 0s n0ssos
resultados. As alteracbes comportamentais que ocorrem na DP e em outrasformas de
parkinsonismo sdo decorrentes das mudancas neuronais ainda ndo bem compreendidas, que
envolvem a desregulacdo da transmissdo neuronal dopaminérgica, provavelmente
decorrentes do aumento da apoptose, neuroinflamagdo e aumento do estresse oxidativo.
Nesse contexto, é geralmente reconhecido que o stress oxidativo desempenha um papel
fundamental na vulnerabilidade destes neurdnios. Além disso, umconjunto consideravel de
pesquisas pré-clinicas e clinicas postulou que a geracdo desregulada de ROS é um
mecanismo potencial por trds das consequéncias letais induzidas pelo haloperidol (Sharma
etal., 2018).

A fisiopatologia exata dos sintomas extrapiramidais induzidos pelo haloperidol ainda
ndo foi esclarecida. O stress oxidativo causado pelo aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), do nitrogénio (peroxinitrito) e pela diminuicdo dosmecanismos
de defesa antioxidante é proposto como um mecanismo patogénico. O tratamento com HP
provoca o bloqueio do receptor da dopamina, 0 que aumenta a taxa de renovacdo da
dopamina. Isto pode levar a producdo de ROS como subprodutos do seumetabolismo. Para
além da producdo de radicais livres, a administracdo de HP estd também associada a uma
diminuicdo significativa dos niveis de glutationa (Kabra et al., 2020).

Em condicBes fisiologicas, o equilibrio oxidativo celular é mantido pela
maquinaria antioxidante, que envolve uma série de componentes enzimaticos e nao
enzimaticos responsaveis pela inibicdo da formacao de ROS e/ou pela remocdo de radicais
livres. Os elementos mais representativos que fazem parte das enzimas antioxidantes séo a
superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPX) e a glutationa
redutase (GR), enquanto a albumina, o acido Urico, o acido ascorbico (vitamina C), o alfa-
tocoferol (vitamina E), a (GSH) e a tioredoxina (TRX) pertencem as moléculas antioxidantes
ndo enzimaticas. Ambos 0s grupos interagem com ROS e nitrogénio, inibindo a propagacéo
das reacOes em cadeia dos radicais livres (Caruso et al., 2020).

Dentre os sistemas antioxidantes, destaca-se o tiol citosélico mais abundante, a
glutationa (GSH), que existe principalmente na forma reduzida. Ela pode regenerar
antioxidantes oxidados, restaurar lipidios danificados por peroxidacdo e trabalhar com
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antioxidantes enziméaticos como a GPx, a GR e a glutationa oxidase (Moussa et al., 2019).Uma
descoberta recente sugere que os antipsicéticos tipicos, como o haloperidol podem ter efeitos
adversos relacionados a diminuicédo dos niveis de antioxidantes (Caruso et al.,2020). De fato,
foi observada uma reducdo do parametro antioxidante de captura de radicais totais no
hipocampo de ratos ap6s a administracao de haloperidol (Polydoro et al., 2004).

Neste estudo, demonstramos que a injecao i.p. de haloperidol durante 14 dias induziu
sintomas de DP e aumento dos niveis de MDA e nitrito. Isto foi relacionado comuma reducéo
substancial dos niveis de GSH. Os presentes resultados indicam o desenvolvimento de um
estado de stress oxidativo causado pelo haloperidol. A geracdo de ROS é conhecida por
causar peroxidacéo lipidica, danos mitocondriais e no DNA (Angelova e Abramov, 2018).
Além disso, o cérebro € mais vulneravel ao stress oxidativodevido ao seu alto consumo de
oxigénio e ao elevado teor de &cidos graxos poli- insaturados que estdo predominantemente
expostos ao ataque dos radicais livres (Kim etal., 2015).

Assim, 0 aumento significativo dos niveis de MDA e nitrito nos animais do grupo
controle (haloperidol) pode ser atribuido ao ataque dos radicais livres as células do cérebro,
causando peroxidacdo lipidica e danos neuronais, evidenciados pelas alteracdes
comportamentais. No entanto, o tratamento com &cido laurico, em todas as doses testadas,
especialmente a dose de 20 mg/kg, foi capaz de reduzir os niveis de MDA, algumas vezes a
niveis semelhantes aos dos animais do grupo sham. Houve reducdo dos niveis de nitritoem
todas as doses do LA e recuperacdo dos niveis de GSH no hipocampo, com as maioresdoses.

Este estudo sugere um possivel efeito neuroprotetor do LA, inibindo a peroxidagdo
lipidica induzida pelo haloperidol. A capacidade do LA de restaurar os niveisde GSH, pode
explicar, pelo menos em parte, a recuperacdo dos danos iniciados pela peroxidacao lipidica.
A reducdo dos niveis de nitrito, ap6s o tratamento com LA, pode resultar da inibicdo da NOS,
uma vez que a literatura aponta que o NO derivado de célulasgliais ativadas contribui para a
morte neuronal em doencas neurodegenerativas como a DP (Phatnani and Maniatis, 2015).
Esses resultados estdo de acordo com varios estudos recentes, que utilizando metodologias
diversas, demonstraram efeitos antioxidantes do &cido laurico, reduzindo oestresse oxidativo
e melhorando os sistemas antioxidantes enddgenos, como a CAT, SOD e glutationa (Anuar
et al., 2023; Namachivayam e Gopalakrishnan, 2023; Khan et al., 2021; Alex et al., 2020).
Destaca-se o estudo de Namachivayam e Gopalakrishnan (2023) que investigaram os efeitos
do LA na hepatotoxicidade induzida pelo EtOH em ratos e verificaram que o LA preveniu a
deplecéo de enzimas antioxidantes (SOD, GPx e GSH)e reduziu os niveis de MDA. Os danos

oxidativos provocados pela sobredosagem de EtOH foram significativamente reduzidos pelo
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tratamento com AL. Uma vez que o AL funcionou como um antioxidante natural, limitando
a peroxidacao lipidica e prevenindo a deplecdo de antioxidantes, os autores concluiram que
0 LA protegeu contra o stress oxidativo através da eliminacdo de radicais livres, inclusive
neutralizando diretamente ossuperdxidos biologicos.

Outro estudo recente, realizado por Shaheryar e colaboradores (2023),
utilizando um modelo de acidente vascular cerebral isquémico com hiperglicemia agudaem
ratos, mostraram que o acido laurico (LA), apresentou efeito neuroprotetor, atenuando o
volume do infarto e o edema cerebral. Eles relacionaram esse efeito a redugéo da peroxidacéo
lipidica (4-HNE) nas estruturas microvasculares, mantendo a integridade da barreira
hematoencefalica e ao aumento da expressdo de proteinas antioxidantes (MnSOD, EcSOD e
Nrf2). Os resultados neuroprotetores associados ao LA foram aindaconfirmados por testes
comportamentais, em que os resultados funcionais e a coordenacdo motora melhoraram

significativamente.

Em um estudo semelhante a este, Zaidi e colaboradores (2020) avaliaram os efeitos
neuroprotetores do &cido laurico (LA) no modelo de DP induzidapelo haloperidol em ratos,
utilizando LA nas doses de 0,66 mg/kg ou 1,32 mg/kg durante35 dias apds a indugdo com
haloperidol (1 mg/kg por 14 dias). Demostraram que o LA atenuou o stress oxidativo,
reduzindo os niveis de MDA e NO e recuperando niveis de SOD. Além disso, houve reducédo
dos niveis de TNFa, do NF-kB, da expressdo do RNAm da IL-8 e supressao da expressdo da
IL-4. LA também mostrou melhorias na histopatologia do cérebro dos ratos, melhorou o
desempenho motor (teste de caminhada em feixe e rotarod), a ingestdo de alimentos, 0 ganho

de peso em comparagdo com o0s animais do grupo haloperidol.
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7 CONCLUSAO

O é&cido laurico apresentou efeitos benéficos no modelo de DP induzida pelo
haloperidol, melhorando as alteracbes comportamentais e motoras, tendo como possivel
mecanismo subjacente a supresséo do estresse oxidativo. As nossas investigagdes revelaram
que o &cido laurico pode prevenir e aliviar os efeitos adversos extrapiramidais dos
medicamentos antipsicoticos em uso clinico. Este composto pode serum agente potencial para
tratar as complicacdes induzidas por antipsicoticos tipicos, como o haloperidol. O efeito
benéfico demonstrado pelo LA neste estudo requer continuidade, com mais investigaces

sobre 0 seu mecanismo molecular e a possibilidadeda sua implicacéo clinica.
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ANEXO A - PARECER DE APROVAGCAO DA COMISSAO DE ETICANO USO

ANIMAL (CEUA)

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
Campus de Sobral — Faculdade de Medicina
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA

CERTIFICADO

Certificarnos gue o projeto de pesquisa intitulado: "Efeitos do acido laurico nas
alteragdes locomotoras e neuroguimicas induzidas pelo haloperidol em ratos”,
registrado como Protocole CEUA UFC Sobral n® 06/22, sob a responsabilidade da
Profa. Dra. Lissiana Magna Vasconcelos Aguiar, envolve a producio, manutengao
ou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino). O projeto 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 & com as normas editadas pelo Conselho Macional de
Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), sendo aprovado ad referendum pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) do Campus da UFC em Sobral,
em cumprimento & deliberagdo registrada na quarta reunido ordindria realizada em
07/06/2022.

Finalidade { ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagao | 28/06/2022 ate 30/01/2024

Espécieflinhagem/raga Ratfus norvegicus albinus / Ratos heterogénicos Wistar

M de animais 131 (cento e trinta & um) animais
Pesolldade 200-250 g / 2-3 meseas

Sexo Machos ()

Origem Biotério Central de Fortaleza
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