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RESUMO

A doenga de Parkinson (DP) € tradicionalmente classificada como um distirbio motor
caracterizado pelos sinais cardinais (tremor de repouso, rigidez muscular, instabilidade postural
e bradicinesia). Contudo, a ocorréncia de sintomas ndo motores, como problemas de memoria,
depressdo, ansiedade, déficit olfativo, distirbios autondmicos, transtornos do sono e alteragdes
sensoriais sdo frequentes, sendo na maioria das vezes mais debilitantes aos pacientes. Os
sintomas motores sdo decorrentes da morte de neurdnios dopaminérgicos na substancia negra
pars compacta (SNpc) e consequente deplecdo do neurotransmissor dopamina no estriado. A
causa exata da morte celular na DP ainda permanece uma incognita, porém estresse oxidativo
e neuroinflamagdo estdo envolvidas em processos subjacentes a neurodegeneracdo
dopaminérgica. Modelos animais da DP utilizando 6-OHDA em camundongos tém sido
ferramentas uteis a compreensao dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia da DP, assim
como para investigagoes de possiveis estratégias de neuroprotegdo. Nesse contexto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito neuroprotetor do dleo-resina de Copaifera reticulata Ducke
em modelo da DP induzida por 6-OHDA em camundongos. Para isso, foram usados 48
camundongos da linhagem Swiss, os quais foram divididos em 4 grupos: (i) Veiculo/Veiculo
(N =38), (ii) Veiculo/Copaiba (N = 8), (iii) 6-OHDA/Veiculo (N = 15) e (iv) 6-OHDA/Copaiba
(N = 17). Todos os animais passaram por cirurgias estereotaxicas para inje¢do intraestriatal
unilateral de solug@o veiculo contendo acido ascorbico (0,2 mg/mL) ou 6-OHDA 10 pg. O
tratamento com Copaiba (50 mg/kg) foi realizado durante 7 dias, logo apds as cirurgias
estereotaxicas. Testes comportamentais foram realizados para avaliacdo do desempenho motor
no teste do campo aberto e para mensuragdo do grau de lesdo provocada pela 6-OHDA no teste
de rotagdes induzidas por apomorfina. Ap6s o periodo de sobrevida (28 dias) todos os animais
foram eutanasiados para remocdo do encéfalo e obtencdo de secgdes histologicas, as quais
foram imunomarcadas com anticorpo Anti-TH (1:1000). A analise das secgdes histologicas
mostrou que o tratamento com Oleo-resina de C. reticulata Ducke protegeu as fibras TH" no
estriado, assim como neuronios presentes na SNpc. Este resultado pode ser comprovado no
teste de rotacdes induzidas por apomorfina no 14° dia, onde o grupo 6-OHDA/Copaiba
apresentou reducdo significativa de 54,6% em relacdo ao grupo 6-OHDA/Veiculo. A
ambulacdo no campo aberto dos grupos 6-OHDA/Veiculo e 6-OHDA/Copaiba foi reduzida no
14° (59,5%) e 28° dia (56,2%) em relagdo ao dia 0, mostrando que o tratamento com Oleo-
resina de C. reticulata Ducke ndo melhorou o desempenho motor nesse teste. Ademais, os
grupos 6-OHDA/Veiculo e 6-OHDA/Copaiba permaneceram menos tempo na zona periférica
do campo aberto em relag@o aos grupos Veiculo/Veiculo e Veiculo/Copaiba, ndo demonstrando
comportamento de tigmotaxia. A taxa de mortalidade foi de 13,3% para 6-OHDA/Veiculo,
5,8% para 6-OHDA/Copaiba, ndo havendo morte no grupo Veiculo/Veiculo e
Veiculo/Copaiba. Este trabalho mostrou que inje¢des unilaterais intraestriatais de 6-OHDA 10
ug foram suficientes para induzir lesdo no sistema nigroestriatal; o tratamento com 6leo-resina
de Copaifera reticulata Ducke diminuiu a perda de fibras TH" no estriado, o que se refletiu no
numero de rota¢des induzidas por apomorfina no 14° dia.

Palavras-chave: Doenga de Parkinson; 6-OHDA; Neuroprotecdo; Copaifera reticulata Ducke.
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ABSTRACT

Parkinson’s disease (PD) is traditionally classified as a motor disorder characterized by
the cardinal signals resting tremor, muscular rigity, postural instability and bradykinesia.
Nevertheless, non-motor symptoms, such as memory impairment, depression, anxiety,
olfactory deficit, autonomic disturbances, sleep disorders and sensory alterations are frequently
reported. The motor symptoms result from the dopaminergic neurons death in the substantia
nigra pars compacta (SNpc) and consequently decrease of dopamine in the striatum. The exact
reason of the cell death in PD remains unknown, but oxidative stress and neuroinflammation
are involved in mechanism underlying the dopaminergic neurodegeneration. The 6-OHDA
mouse models of PD have been useful tools to the comprehension of the biologic process
involved on pathophysiology of PD, as well as to investigate neuroprotection strategies. In this
context, the aim of this work was to evaluate the neuroprotective effect of oil-resin from
Copaifera reticulata Ducke in the 6-OHDA striatal mouse model of PD. Forty-Eight Swiss mice
were used, which were divided in 4 groups: (i) Vehicle/Vehicle (N = 8), (ii) Vehicle/Copaiba
(N = 8), (iii) 6-OHDA/Vehicle (N = 15) and (iv) 6-OHDA/Copaiba (N = 17). Stereotaxic
surgeries were performed in all animals; vehicle solution (ascorbic acid 0,2 mg/mL) or 6-
OHDA 10 pg was infused into the striatum. Copaiba oil-resin treatment, at 50 mg/kg, was
performed for 7 days after stereotaxic surgeries. Behavioral tests were performed to assess the
motor performance in the open field test and to assess the lesion impairment caused by 6-OHDA
in the apomorphine-induced rotation test. After a survival period of 28 days all animals were
killed and the brain was removed to obtain histological sections, which were immunostained
with anti-TH antibody (1:1000). Histological analyses showed that the Copaiba oil-resin
treatment was preserved TH-+-fibers in the striatum, as well as neurons in the SNpc. This result
was consistent with the apomorphine-induced rotational test at the 14° day, where 6-
OHDA/Vehicle group presented significant decrease of 54,6% in relation to 6-OHDA/Vehicle
group (** p <0,0001). The analyses from open field test showed that 6-OHDA/Vehicle and 6-
OHDA/Copaiba was reduced at 14° (59,5%) and 28° day (56,2%) in relation to day 0 (* p <
0,0001), suggesting that Copaiba oil-resin treatment did not improve the motor performance at
this test. Moreover, 6-OHDA/Vehicle and 6-OHDA/Copaiba groups remained less time in the
peripheral zone in open field test in relation to Vehicle/Vehicle and Vehicle/Copaiba groups,
which did not display thigmotaxis behavior (11 p <0,001; + p <0,001). The mortality rate was
13,3% in the 6-OHDA/Vehicle group, 5,8% in the 6-OHDA/Copaiba; no animal from
Vehicle/Vehicle and Vehicle/Copaiba groups died. This work showed that unilateral striatal
injections of 10 pg 6-OHDA were sufficient to induce lesion in the nigrostriatal system;
Copaiba oil-resin treatment decreased the loss of TH+-fibers in the striatum, which is reflected
in y the number of rotations induced by apomorphine at the 14° day.

Keywords: Parkinson’s disease; 6-OHDA; Neuroprotection; Copaifera reticulata Ducke.



1. INTRODUCAO

A doenga de Parkinson (DP) ¢ tradicionalmente classificada como um distirbio motor
devido a riqueza do quadro motor apresentado pelo paciente, caracterizado por tremor de
repouso, rigidez muscular, instabilidade postural e diminuigdo de movimentos (ANTONY et
al., 2013). Esses sintomas sdo devido a progressiva degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos
presentes na substancia negra pars compacta (SNpc) e consequente perda das projecoes

dopaminérgicas no estriado (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

Entretanto, a ocorréncia de sintomas nao motores ¢ frequente, podendo ser até mais
debilitante para o paciente. Pacientes com DP podem apresentar diversos sintomas nao motores
como problemas de memoria, depressdo, ansiedade, déficit olfativo, disturbios autonomicos,
transtornos no sono ¢ alteragdes sensoriais (CHAUDHURI et al., 2006; LANGSTON, 2006;
MARTINEZ-MARTIN et al., 2007; PARK; STACY, 2009). Além disso, alguns autores
defendem que os sintomas ndo motores precedem as alteracdes motoras da DP, podendo dessa
forma ser descritos como pré-motores (BRAAK et al.,, 2003; LANGSTON, 2006). Tais
sintomas ocorrem anos ou décadas antes do surgimento das alteragdes motoras, de modo que
apenas os sintomas motores, ndo representam a DP em sua totalidade, mas apenas um dos

aspectos dessa doenga complexa (LANGSTON, 2006).

As causas da neurodegenera¢do na DP ainda ndo foram estabelecidas concisamente,
entretanto estresse oxidativo, inflamacgdo e disfun¢do mitocondrial foram sugeridos como
mecanismos que podem mediar a morte celular na doenga, sendo a apoptose o principal

mecanismo da morte neuronal (MORRONI et al., 2013; ZHAO, 2009).

As principais caracteristicas neuropatologicas da DP sdo a deplecdo de neurdnios
dopaminérgicos nigroestriatais e a presenca de inclusoes citoplasmaticas ricas em a-sinucleina,
denominadas de Corpos de Lewy (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003). Essas inclusdes sdo
formadas por falhas no sistema de degradacdo celular e s3o compostas por agregados de
proteinas defeituosas (FERRER, 2009; LICKER et al.,, 2009). Disfun¢des sinapticas,
comprometimento mitocondrial, defeitos subjacentes as fungdes do reticulo endoplasmatico e
mecanismos de autofagia estdo envolvidos na formagdo de agregados citotoxicos de a-
sinucleina, além de fatores como o envelhecimento, vulnerabilidade neuronal seletiva e fatores

ndo-neuronais, como ativacao de microglia (WONG; KRAINC, 2017).



Dentre os fatores implicados na fisiopatogenia da DP, atualmente € consenso que
processos inflamatorios sistémicos contribuem consideravelmente a um fenotipo

neurodegenerativo em humanos (CUNNINGHAM, 2013; RANSOHOFF, 2016).

Alternativas que visem retardar, interromper, ou reverter a progressdo da
neurodegeneracdo ocorrida na DP vém sendo estudadas e sdo conhecidas como terapias
neuroprotetoras, neurorrestaurativas, ou modificadoras da doenga (OLANOW, 2009;

OLANOW; KIEBURTZ; SCHAPIRA, 2008).

Atualmente, a forma terapéutica para a DP ainda consiste na estratégia de reposi¢ao do
neurotransmissor dopamina, sendo a droga mais utilizada a levodopa. O uso desse farmaco
melhora a qualidade de vida dos pacientes no inicio da doenca. Entretanto, apds 5-10 anos de
uso, esta terapia deixa de funcionar, levando o paciente a um estado irreversivel de discinesia.
Dessa maneira, a utilizacao da levodopa torna-se uma terapia desvantajosa a longo prazo pelos

efeitos adversos e por ndo retardar a progressao da neurodegeneragdo (PEZZOLI; ZINI, 2010).

Sendo assim, pesquisas por novas formas terapéuticas, assim como por tratamentos que
sejam eficazes no alivio de sintomas e retardo na progressao da neurodegeneragdo ainda sao os

principais desafios na terapia da DP.

Diversas alternativas tém sido desenvolvidas e alguns farmacos tém sido testados com
o objetivo de retardar a degeneragdo neuronal como antioxidantes, agonistas dopaminérgicos e
anti-apoptoticos (SIMPKINS; JANKOVIC, 2003; STOCCHI; OLANOW, 2003), além de
estudos com transplantes de tecidos capazes de sintetizar e reestabelecer os niveis de
catecolaminas (GROW; MCCARREY; NAVARA, 2016; NISHIMURA et al., 2003). A
utilizacdo de modelos animais utilizando neurotoxinas que mimetizem fenémenos fisiologicos
subjacentes a DP vém sendo utilizados, afim de investigar os mecanismos envolvidos na DP e
desenvolver novos mecanismos terapéuticos para auxiliar no tratamento ou alivio da
sintomatologia motora da doenga, onde os modelos utilizando roedores sdo amplamente

investigados (BLANDINI; ARMENTERO, 2012).

Diversos modelos experimentais tentam mimetizar a fisiopatologia e os sintomas da DP
em animais. A maioria dos modelos usa neurotoxinas que destroem ou alteraram o sistema
catecolaminérgico, como por exemplo, o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridino (MPTP) e a
6-hidroxidopamina (6-OHDA). Pesticidas como rotenona, paraquat ¢ maneb também induzem

algumas caracteristicas da DP, quando administrados na circulacdo sistémica de roedores. Tais



modelos foram elaborados visando mimetizar a lesdo neural tida como a principal responsavel

pelo quadro motor (BLANDINI; ARMENTERO, 2012; BOVE; PERIER, 2012).

Um dos modelos de DP mais utilizados ¢ aquele baseado da administragdo da toxina 6-
OHDA, que ¢ um analogo hidrolisado da dopamina e noradrenalina. Agindo como um “falso

substrato”, a 6-OHDA ¢ rapidamente acumulada em neurdnios catecolaminérgicos.

A vantagem do uso da 6-OHDA ¢ devido a sua alta afinidade por transportadores
catecolaminérgicos por sua similaridade bioquimica com catecolaminas, sendo captada por
esses transportadores. A 6-OHDA ndo ultrapassa a barreira hematoencefalica, dessa maneira
faz-se necessario a injegdo estereotaxica intracerebral em animais. Tais caracteristicas conferem
a 6-OHDA vantagens em relacdo a outros modelos animais da DP, pois além de possuir
especificidade, pode ser injetada diretamente na regido do estriado, no feixe prosencefalico
medial ou na substincia negra (BLANDINI; ARMENTERO, 2012; BOVE; PERIER, 2012;
HEUER et al., 2012).

O mecanismo de toxicidade DA 6-OHDA envolve o estresse oxidativo e a inibi¢cdo
mitocondrial, levando a morte celular e necrose de células dopaminérgicas (BLANDINI;
ARMENTERO, 2012; BLANDINI; ARMENTERO; MARTIGNONI, 2008; BOVE; PERIER,
2012; CHOIl et al., 1999; SCHOBER, 2004).

Modelos baseados em lesdo por 6-OHDA sdo usados hd quase 50 anos
(UNGERSTEDT, 1968), para estudos focados no distirbio motor devido ao comportamento
rotacional caracteristico induzido farmacologicamente (BOVE; PERIER, 2012;
SCHWARTING; HUSTON, 1996; UNGERSTEDT, 1976). Além disso, inje¢des unilaterais
de 6-OHDA permitem o acompanhamento do curso temporal de neurodegeneracao, através da
deplecdo progressiva de neurénios dopaminérgicos presentes na SNpc, ativacdo microglial e
astrocitica (CARLSSON et al.,, 2011; STOTT; BARKER, 2014), além de alteragdes
bioquimicas (ALVAREZ-FISCHER et al., 2008; RIBEIRO et al., 2013; STAYTE etal., 2015).

O bioma amazonico possui umas das maiores biodiversidades do planeta, sendo alvo de
investigacdes na busca de novos farmacos obtidos a partir de produtos naturais oriundos de
plantas amazodnicas. Na busca por novas formas de terapia para diversas enfermidades que
acometem o sistema nervoso central (SNC), a Copaifera reticulata Ducke (Leguminosae),
popularmente conhecida como copaiba e muito utilizada na medicina popular, mostra-se como

uma planta com grande potencial terap€utico na DP, pois do 6leo-resina extraido do tronco da



arvore de copaiba € composto por diversos sesquiterpenos com propriedades farmacologicas

(SANTIAGO et al., 2015; VEIGA JUNIOR et al., 2007).

O uso do dleo-resina de Copaifera reticulata Ducke em modelos de lesdo excitotoxica
no cortex motor de ratos mostrou um efeito neuroprotetor, a partir da reducdo da area da lesao
provocada no modelo utilizado e pela redugdo na ativacdo de microglia, que é indicativo de

processos neuroinflamatorios (GUIMARAES-SANTOS et al., 2012).

Considerando os mecanismos celulares subjacentes a DP, como neuroinflamagdo e
estresse oxidativo, o dleo-resina de C. reticulata Ducke pode ser uma alternativa terapéutica
promissora. Assim, o presente trabalho foi realizado afim de investigar os efeitos anti-
inflamatorios e neuroprotetores de C. reticulata Ducke, além de ser um trabalho pioneiro na
investigacdo dos efeitos subjacentes a neurodegeneragdo induzida por 6-OHDA em

camundongos.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

- Avaliar o efeito neuroprotetor do 6leo-resina de Copaifera reticulata Ducke em

modelo animal de doenga de Parkinson induzido por 6-OHDA.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Induzir lesdo na via nigroestriatal com inje¢ao unilateral intraestriatal de 6-OHDA.

- Avaliar o efeito neuroprotetor do 6leo-resina de C. reticulata Ducke no teste do campo

aberto e no teste de rotagdes induzidas por apomorfina.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS

Foram utilizados 48 camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss machos com
idade de 10 semanas e pesando entre 35-40 g, os quais foram provenientes do Biotério do
Instituto Evandro Chagas (Levilandia, Pard). Os animais foram separados em grupos de 5
animais por caixa e mantidos em cabines para biotério (Insight®, Ribeirdo Preto) com
temperatura e umidade relativa do ar controlada (24 + 2°C; 60%), em um ciclo claro/escuro
12/12h. Alimentagdo e agua ficaram disponiveis ad [libitum ¢ todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo comité de ética em pesquisa com animais de

experimentacdo (CEPAE-UFPA) sob o parecer N°. 6743170716 (Anexo A).

Os animais foram divididos em quatro grupos: (i) Veiculo/Veiculo (N = 8), que recebeu
injecdo intraestriatal unilateral de solu¢do contendo acido ascorbico 0,2 mg/mL (Sigma-
Aldrich/A4544) e tratado com solugdo de Tween® 20 a 5% (Sigma-Aldrich/P2287) via
intraperitoneal (i.p.); (ii) Veiculo/Copaiba (N = 8), que recebeu inje¢ao intraestriatal unilateral
de acido ascorbico 0,2 mg/mL e foi tratado com 6leo-resina de Copaiba (50 mg/kg) via i.p.;
(ii1) 6-OHDA/Veiculo (N = 15), o qual recebeu injecdo intraestriatal unilateral de 6-OHDA 10
ug (Sigma-Aldrich/H4381) e foi tratado com solugdo de Tween 20® a 5% via ip.; (iv) 6-
OHDA/Copaiba (N = 17), o qual recebeu injecdo intraestriatal unilateral de 6-OHDA 10 pg e

foi tratado com 6leo-resina de Copaiba (50 mg/kg) via i.p.

3.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Todos os animais foram submetidos a cirurgias estereotaxicas para inje¢do de 6-OHDA
ou solucdo veiculo e foram tratados durante 7 dias, do 1° ao 7° dia ap0s as cirurgias, com o6leo-
resina de C. reticulata Ducke (50 mg/kg) ou solugdo veiculo (7ween® 20 a 5%), ambos
administrados por via i.p. Os animais foram submetidos a testes comportamentais para
avaliacdo de motricidade e do grau da lesdo gerada pela 6-OHDA. Para avaliagdo da
motricidade, foi realizado o teste do campo aberto, que foi executado uma vez antes das
cirurgias estereotaxicas (dia 0) e apds as cirurgias e tratamento, no 14° ¢ 28° dia. Para avaliacdo
do grau da lesdo provocada pela 6-OHDA, foi realizado o teste de rotagdes induzidas por
apomorfina, sendo executado no 14° e 28° dia. A massa corporal foi mensurada a cada 7 dias e

o tempo de sobrevida foi de 28 dias apds as cirurgias estereotaxicas (Figura 1).



Delineamento experimental
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CIRURGIA ESTEREOTAXICA CAMPO ABERTO APOMORFINA

Figura 1: Ilustragdo esquematica do delineamento experimental.

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando a plataforma Mind The Graph (versdo livre - https://mindthegraph.com/)

e na plataforma Microsoft Office Power Point 2016.

3.3. OLEO-RESINA DE Copaifera reticulata Ducke

A amostra do 6leo-resina de C. reticulata Ducke utilizada neste trabalho foi gentilmente
cedida pelo Laboratorio de Neuroprotegdo e Neurorregeneracdo Experimental (LNNE) do

Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Para.

O oleo-resina de C. reticulata Ducke ¢ um exsudato obtido do tronco da arvore de C.
reticulata Ducke, que esta localizada no campus experimental da EMBRAPA, no distrito de
Belterra, Para, Brasil. O o6leo-resina de Copaiba foi obtido por pesquisadores da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), seguindo as diretrizes internacionais da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e exsicata da arvore estd armazenada no herbario da
EMBRAPA Amazonia Oriental (Belém, Para, Brasil) com o nimero 183939, como descrito

por Guimaraes-Santos e colaboradores (2012).



3.4. TRATAMENTO COM OLEO-RESINA DE Copaifera reticulata Ducke

O 6leo-resina de C. reticulata Ducke foi diluido em Tween® 20 a 5% diluido em NaCl
0,9%. A via de administracdo do 6leo-resina foi intraperitoneal (i.p.) e dose utilizada foi de 50
mg/kg. O tratamento foi iniciado 2 horas apds a inje¢do unilateral intraestriatal de 6-OHDA ou
de solugdo veiculo contendo acido ascorbico, tendo duragéo total de 7 dias, obedecendo o curso
temporal de degenerag@o do sistema nigroestriatal induzido pela 6-OHDA em camundongos
para que o tratamento se sobrepusesse a neurodegeneracdo nigroestriatal que ocorre nos
primeiros 7 dias apds injecdo de 6-OHDA intraestriatal (ALVAREZ-FISCHER et al., 2008;
STOTT; BARKER, 2014).

3.5. CIRURGIAS ESTEREOTAXICAS

Todos os animais foram operados para inje¢do de 6-OHDA (Sigma-Aldrich®/H4381) ou
soluc¢do veiculo contendo acido ascorbico (Sigma-Aldrich/ A4544) no estriado dorsal esquerdo.
Previamente, os animais foram anestesiados por via i.p. com uma mistura de cloridrato de
cetamina (Dopalen®) na dose de 100 mg/kg e cloridrato de xilazina (Dopaser®) na dose de 10
mg/kg. Apos certificacdo de anestesia profunda, cada animal teve sua cabeca fixada em
aparelho estereotaxico (Insight®). Posteriormente, foi realizada a tricotomia, seguida de
higienizacao da pele na regido da cabeca com alcool iodado, na qual foi feito um pequeno corte
para expor o cranio. Para a localizagdo do estriado foram utilizadas as seguintes coordenadas
estereotaxicas: 1) Anteroposterior (AP) + 0,8 mm a partir do bregma; 2) Médio-Lateral (ML)
+ 2,1 mm a partir da linha média; 3) Dorsoventral (DV) — 3,2 mm a partir da calota craniana,
baseadas no Atlas de Estereotaxia para camundongos (PAXINOS; FRANKLIN, 2001). Foi
utilizada uma seringa Hamilton® de 10 uL para as inje¢des de 6-OHDA (6-OHDA 10 pg diluida
em acido ascorbico 0,2 mg/mL em NaCl 0,9%) ou solugdo veiculo (&cido ascoérbico 0,2 mg/mL
diluido em NaCl 0,9%). O volume injetado foi de 2 uL. (5 pg/uL) na velocidade de 0,5 pL/min.
A agulha foi mantida no local da inje¢do por 5 minutos e, apos esse periodo, foi removida
lentamente para evitar refluxo. Posteriormente, a pele foi suturada e foi administrada uma
pomada cicatrizante e epitelizante para auxiliar a recuperagdo apods a cirurgia. Apds os
procedimentos cirurgicos, os animais foram transferidos de volta as suas gaiolas para

recuperagao.



Abaixo, a Figura 2 mostra de maneira esquematica o local de inje¢do de 6-OHDA ou

solugdo veiculo no estriado dos camundongos.

CIRURGIA ESTEREOTAXICA

| AP+0,8; ML+2,1;DV-3,0

Figura 2: Tlustragdo esquematica do local exato de inje¢do de 6-OHDA ou solugao

veiculo através de cirurgia estereotaxica.

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando a plataforma Mind The Graph (versao livre - https://mindthegraph.com/)
e na plataforma Microsoft Office Power Point 2016.

3.6. TESTES COMPORTAMENTAIS

Foram utilizados os seguintes testes comportamentais para a avaliacdo motora e para
avaliacdo do grau da lesdo provocada pela 6-OHDA. O primeiro foi o teste do campo aberto, o
qual foi executado durante 3 vezes ao longo do experimento, onde a primeira vez foi no dia 0,
momento em que nenhum animal havia passado por procedimentos cirtrgicos, o qual serviu
como linha de base para comparagdes com os demais dias de teste; ¢ a segunda ¢ a terceira vez

foi no 14° ¢ 28° dia, respectivamente.

O teste de rotacdes induzidas por apomorfina foi realizado para avaliacdo do grau da
lesdo provocada pela 6-OHDA, que foi executado no 14° e 28° dia apods as cirurgias

estereotaxicas.
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3.6.1. TESTE DO CAMPO ABERTO

O teste do campo aberto foi realizado para avaliacdo da motricidade, que foi realizado
3 vezes durante o experimento (0, 14° e 28° dia). O aparato consistiu em uma caixa de acrilico
medindo 30 x 30 x 40 cm, revestida com adesivo cinza e fundo preto. Cada animal foi
gentilmente colocado no aparato e o teste teve a duragdo de 5 minutos. Todos os testes foram
executados no ciclo claro, nos mesmos horarios e sob as mesmas condi¢des de iluminagao (25-
26 lux), medidos com fotdmetro (Instrutemp®). O aparato foi higienizado com alcool etilico a
10% a cada animal para eliminagdo de pistas olfativas durante a execugdo dos demais testes.
Todos os testes foram filmados através de software de aquisicdo de videos e posteriormente
analisados através do software ANY-maze Video Tracking System (Stoeling Co®) para
processamento e andlise de parametros comportamentais como: distancia percorrida, tempo de
imobilidade e andlise da tigmotaxia no aparato. Com o auxilio do software ANY-maze, foram
delineadas zonas dentro de cada aparato, como zona periférica (ZP) com area de 459 cm? e zona
central (ZC) com area de 441 cm?. Essa divisdo artificial, corresponde a areas aproximadamente

iguais dentro do aparato, onde a ZP corresponde a 51% e a ZC a 49% da area total do aparato.

A seguir, uma ilustracdo esquematica do cendrio da sala de testes comportamentais e
das divisdes artificiais das zonas dentro do aparato (Figura 3) e a interface do sofiware ANY-

maze que foi utilizado para as analises dos videos (Figura 4).
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CAMPO ABERTO

. Zona periférica
. Zona central

Figura 3: Tlustragdo esquematica do cenario da sala de testes comportamentais (parte

superior) e detalhamento de cada aparato, evidenciando as dimensdes e zonas de cada um (parte

inferior).

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando a plataforma Microsoft Office Power Point 2016.

T — e T o - KN
FILE PROTOCOL  EXPERIMENT RESULTS  DATA va VIDED  OPTIONS  SUPRDORT  HELP
© e [y ] e o
5 [# Snow completed tests ’ :
Back Capy Pt Save Sendac e Soithy  Select Sop  Pause
. - Show canceled tesis  poogra lumin all w
1 ot "
LR unm Layaut
Test Amimal Stage Trial Apparatus  Status
ST OF 1: Animal 1 - (0:46 : ¢ OF 2 Animal 2 - 0:3%

Test duration OF 2

OF 3: Animal 3 - (22 £ OF & Animal 4 - 0:12

Figura 4: Interface do sofiware ANY-maze Video Tracking System (Stoeling Co®). O

ponto de cor laranja sinaliza a posi¢do do centro do animal ¢ o ponto de cor verde sinaliza a

posicdo da cabega do animal durante a analise dos videos. As zonas destacadas em verde
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mostram a ambulagdo dos animais no aparato, onde no canto superior esquerdo o animal esta

ocupando a ZP e no canto inferior direito o animal estd ocupando a ZC.

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.6.2. TESTE DE ROTACOES INDUZIDAS POR APOMORFINA

O teste rotacdes induzidas por apomorfina foi realizado no14° e 28° dia ap0s as cirurgias
estereotaxicas, onde a apomorfina (Sigma-Aldrich/A4393) foi administrada na dose de 0,6
mg/kg por via subcutinea (s.c.). Logo apos a administracdo de apomorfina, os animais foram
colocados em aparatos circulares medindo 12 cm de didmetro e 9 cm de altura. O teste teve
duracdo de 20 minutos, onde foi observado o nimero de rotagdes contralaterais que os animais
realizaram em torno do proprio eixo. Todos os testes foram executados no ciclo claro, nos
mesmos horarios ¢ sob as mesmas condigdes de iluminagdo (25-26 lux), medidos com
fotdmetro (Instrutemp®). Os aparatos foram higienizados com dlcool etilico a 10% a cada
animal para eliminacdo de pistas olfativas durante a execu¢do dos demais testes. Assim como
no teste do campo aberto, todos os testes foram filmados e posteriormente analisados para a
quantificagdo do numero de rotagdes contralaterais. A quantificagdo do nimero de rotagdes

contralaterais foi quantificada por um pesquisador externo ao experimento.

A Figura 5 abaixo mostra de maneira esquematica a administracdo do farmaco e o

aparato em que o teste foi executado.
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APOMORFINA

0,6 mg/kg s.c.

20 minutos

Figura 5: Ilustragdo esquematica do teste de rota¢des induzidas por apomorfina. No
canto superior esquerdo, a via de administragdo subcutanea (s.c.) de 0,6 mg de apomorfina. Ao
centro, o animal no aparato executando o teste de rotagdes induzidas pelo farmaco durante o

periodo estabelecido de 20 minutos (canto inferior direito).

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando a plataforma Mind The Graph (versao livre - https://mindthegraph.com/
e na plataforma Microsoft Office Power Point 2016.

3.7. OBTENCAO DE SECCOES HISTOLOGICAS

Ao término dos testes comportamentais os animais foram novamente anestesiados e
apos certificagdo de profunda anestesia, os animais foram eutanasiados através de perfusao
intracardiaca com tampao fosfato salina (PBS) 1% gelado e paraformaldeido (PFA) 4%, ambas
as solugdes medindo pH 7.2 — 7.4, que foram administradas através de bomba peristaltica
durante 2 minutos para cada solucdo. Apds a perfusdo, os encéfalos foram cuidadosamente
removidos do cranio, onde os mesmos foram pds-fixados em PFA 4% (pH 7.2 — 7.4) por 48
horas em temperatura ambiente e, posteriormente, crioprotegidos em sacarose 30% a —8°C por
72 horas. Ao término do periodo de crioprotecdo, os encéfalos foram seccionados em cortes
coronais com 40 pm de espessura a —25°C no criostato (Leica® CM 1850, Nussloch, Germany).
As seccdes foram armazenadas em solucdo anticongelante (300 mL de glicerol, 300 mL de

etilenoglicol, 100 mL de tampao fosfato 0,2M e 300 mL de agua destilada) a —20°C.
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3.8. IMUNOISTOQUIMICA

As secgOes foram incubadas free-floating por 15 minutos em 0,1 % de H20» e 0,1% de
metanol diluidos em tampao fosfato 0,1M (TF 0,1M, pH 7.4) para inativacdo da atividade da
peroxidase enddgena, por 1hora em 5% de soro normal jumento (SNJ; Millipore®/S30) em TF
0,1M para inibicdo de sitios de ligacdo inespecificos, e por 24 horas em anticorpo primario
contra epitopos de tirosina hidroxilase (Anti-TH, policlonal, coelho, 1:1000;
Millipore®/AB152), diluido em TF 0,1M com 5% de SNJ e 0,2% de Triton™ X-100 (Sigma-
Aldrich®/T8787). Posteriormente, as sec¢des foram incubadas por 2 horas com anticorpo
secundario biotinilado anti-coelho (IgG anti-coelho, 1:200; Jackson ImmunoResearch®/711-
065-152) em TF 0,1M. O sinal do epitopo foi amplificado durante 1 hora com o complexo
avidina-biotina (ABC; VECTASTAIN® Elite ABC Kit; 1:200; Vector Laboratories®). As
ligacdes entre o epitopo e os anticorpos foram visualizadas com 0,5 mg/mL de 3,3’-
diaminobenzidina (DAB; Sigma-Aldrich®/D12384). Entre cada etapa, as sec¢des foram lavadas
durante 10 minutos em TF 0,1M com 3 repeti¢des e todos os procedimentos foram realizados
a temperatura ambiente.

3.9. ANALISES ESTATISTICAS

Utilizamos analises de variancia com dois critérios (ANOVA Two Way), seguida pelo
teste Bonferroni com multiplas comparagdes para as analises de massa corporal e o teste do
campo aberto. Analises de varidncia com um critério (ANOVA One Way) foi utilizada no teste
de rotacdes induzidas por apomorfina, seguida pelo teste Tukey para multiplas comparagdes.
Todos os valores foram expressos como média + erro padrdo e a significancia estatistica foi
definida com 95% de confiabilidade (P < 0,05). Todas as analises estatisticas foram realizadas

no software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc. Version 6.01, 2012).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. INJECOES INTRAESTRIATAIS UNILATERAIS DE 6-OHDA

Todos os animais passaram por processos cirtrgicos para injecdo de 2 pL de solugdo
veiculo contendo acido ascérbico (0,2 mg/mL) ou de 6-OHDA 10 pg (5 pg/ul). A dose de 6-
OHDA escolhida neste trabalho foi a que proporcionou as caracteristicas inerentes do modelo
proposto (CARLSSON et al., 2011; STOTT; BARKER, 2014), e o local de injeg¢do foi o
estriado por causar menor taxa de mortalidade em comparagao a outros sitios de inje¢ao, como

o feixe prosencefalico medial e a substancia negra pars compacta (HEUER et al., 2012).

O modelo de inje¢des intraestriatais unilaterais de 6-OHDA ¢ o modelo de doenca de
Parkinson mais comumente utilizado, pois possibilita a investigacdo de alternativas
neuroprotetoras, afinal nesse modelo a degeneragdo dos terminais dopaminérgicos estriatais
ocorre de maneira progressiva e retrograda em dire¢do aos neurdnios dopaminérgicos presentes
na substancia negra pars compacta (ALVAREZ-FISCHER et al., 2008; MORRONI et al.,
2013; UNGERSTEDT, 1968). Além disso, a injecdo unilateral intraestriatal de 6-OHDA
permite que cada animal sirva como seu proprio controle através da avaliacdo do
comportamento rotacional a lesdo induzido farmacologicamente por apomorfina ou anfetamina

(HEUER etal., 2012; SCHWARTING; HUSTON, 1996; UNGERSTEDT, 1976).

Apoés a recuperacdo da cirurgia, os animais injetados com 6-OHDA apresentaram
rotagdes espontaneas ipsilaterais a injecdo da neurotoxina; essas rotagdes permaneceram
durante alguns dias depois da cirurgia. Essa caracteristica também foi observada quando a
mesma dose de 6-OHDA foi injetada unilateralmente no estriado de camundongos da linhagem
C57Bl/6 para caracterizagao do curso temporal de degeneragdo dopaminérgica e alteragdes nao-
neuronais em modelo de doenca de Parkinson (STOTT; BARKER, 2014). Depois da primeira
semana apos a injecao de 6-OHDA o comportamento rotacional ipsilateral espontaneo nao foi
observado. Os mesmos procedimentos cirurgicos foram utilizados para a inje¢do intraestriatal
de solucdo veiculo, entretanto nenhum animal apresentou o comportamento de rotacdes

espontaneas ipsilaterais apods as cirurgias.
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4.2. TAXA DE MORTALIDADE E VARIACAO DE MASSA CORPORAL

Nao houve mortalidade nos grupos Veiculo/Veiculo e Veiculo/Copaiba, entretanto a
taxa de mortalidade foi de 13,3% no grupo 6-OHDA/Veiculo e de 5,8% no grupo 6-
OHDA/Copaiba. As taxas de mortalidade encontradas neste trabalho estdo de acordo com
resultados da literatura, onde a taxa de mortalidade em estudos utilizando inje¢des intraestriatais

unilaterais de 6-OHDA ¢ de aproximadamente 10% (ALVAREZ-FISCHER et al., 2008).

A massa corporal de todos os animais foi avaliada a cada 7 dias durante o experimento,
onde consideramos o dia 0 (antes da cirurgia) como linha de base as comparagdes nos demais

dias, sendo 100% de massa corporal.

A figura 6 mostra o resultado da analise de massa corporal de todos os grupos ao longo
do experimento, na qual as analises dos dias de experimento, o grupo 6-OHDA/Veiculo
apresentou reducdo significativa de 15% no 7° dia em relagdo ao grupo Veiculo/Veiculo
(ANOVA Two Way; teste Bonferroni; Veiculo/Veiculo = 99,22 + 2,87%; 6-OHDA/Veiculo =
85,47 + 4,46%; 1 p < 0,0001; média + erro padrdo). No 28° dia, os grupos 6-OHDA/Veiculo e
6-OHDA/Copaiba apresentaram diminui¢do na massa corporal de 16 ¢ 12%, respectivamente,
em relacdo ao grupo Veiculo/Copaiba (ANOVA Two Way; teste Bonferroni; Veiculo/Copaiba
=116,1 + 2,47%; 6-OHDA/Veiculo = 100,9 + 2,80%; 6-OHDA/Copaiba = 104,5 + 1,94%; ¥

p <0,0001; média + erro padrio).

Na analise intragrupo, o grupo Veiculo/Veiculo apresentou ganho de massa corporal no
21° e 28° dia, em relagdo ao dia 0 e 7° dia (ANOV A Two Way; teste Bonferroni; Dia 0 = 99,99
+ 2,70%; 7° dia = 99,22 + 2,87%; 21° dia = 107,7 + 2,84%; 28° dia = 109 + 2,97%; * p <
0,0001; média + erro padrao). O grupo Veiculo/Copaiba apresentou ganho de 9% na massa
corporal no 14° dia em relagdo ao 7°; e no 21° ¢ 28° dia apresentou ganho de massa de 16% e
12%, em relagdo ao 7° e 14° dia, respectivamente (ANOVA Two Way; teste Bonferroni; 7° dia
=95,79 + 2,28%; 14° =104,2 £ 2,09%; 21° dia = 95,79 £ 2,28%; 28° dia = 104,2 + 2,09%; **
p <0,0001; +p <0,0001; média + erro padrdo). O grupo 6-OHDA/Veiculo apresentou redugio
de 15% na massa corporal no 7° dia em relagdo ao dia 0, mas a partir do 14° dia, mostrou ganho
de 13% em relagdo ao 7° dia, além de aumentar esse ganho de peso em 15% no 21° e 28° dia
em relacdo ao 7° (ANOVA Two Way; teste Bonferroni; Dia 0 = 100 + 2,25%; 7° dia = 85,47 +
4,46%; 14° dia = 98,91 + 3,17%; 21° dia = 100,9 + 2,97%; 28° dia = 100,9 + 2,80%; * p <
0,0001; ** p < 0,0001; média + erro padrao). O grupo 6-OHDA/Copaiba também apresentou

reducdo de 12% na massa corpdrea no 7° dia em relag¢do ao dia 0, mas no 21° dia apresentou
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ganho de 5,4% em relagdo ao dia 0 e aumentou esse ganho em aproximadamente 16-17% no
14°, 21° e 28° dia em relacdo ao 7° dia (ANOVA Two Way; teste Bonferroni; Dia 0 = 100 +
1,85%; 7° dia = 88,82 = 3,30%; 14°dia = 104,5 + 1,93%; 21° dia = 105,4 £ 1,74%; 28° dia =
104,5 £ 1,94%; * p <0,0001; ** p <0,0001; média + erro padrdo).

Massa corporal por grupo
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Figura 6: Avaliagdo da massa corporal durante os dias de experimento. Diferengas entre
os grupos estdo indicadas pelos simbolos: * p <0,0001 versus Dia 0; ** p < 0,0001 versus Dia
7;+p <0,0001 versus Dia 14; e diferencas entre os dias indicadas pelos simbolos: 1 p < 0,0001
versus Veiculo/Veiculo; 11 p <0,0001 versus Veiculo/Copaiba. ANOVA Two Way, pos-teste
Bonferroni. Dados expressos em média + erro padriao. Veiculo/Veiculo N = 8; Veiculo/Copaiba

N =8; 6-OHDA/Veiculo N = 13; e 6-OHDA/Copaiba N = 16.

Esses resultados demonstram que os grupos submetidos a lesdo com 6-OHDA
mostraram menor ganho de massa corporal no 14°, 21° e 28° dia em comparagdo com 0s grupos

Veiculo/Veiculo e Veiculo/Copaiba, independente do tratamento com 6leo resina de copaiba.

4.3. HISTOLOGIA

As marcagdes TH' do estriado e da SN estdo representadas na Figura 7 para cada grupo.
Os grupos injetados com solugdo veiculo ndo apresentaram perdas de terminagdes
dopaminérgicas estriatais e consequentemente ndo houve perda na SN (Figura 7A —B). O grupo
6-OHDA/Veiculo apresentou perda acentuada das terminagdes no estriado, além de clara

redugdo na quantidade de neurénios na SN (Figura 7C). Em contrapartida, o grupo 6-



18

OHDA/Copaiba apresentou menor perda na quantidade fibras TH+ no estriado e na SN em

rela¢do ao grupo 6-OHDA/Veiculo (Figura 7D).

Veiculo/Veiculo  Veiculo/Copaiba  6-OHDA/Veiculo 6-OHDA/Copaiba

Figura 7: Fotomicrografias de secgdes representativas de cada grupo imunomarcadas por TH
(A — D). As seccgdes sao referentes a aproximadamente (i) + 1,2 mm e (ii) — 5,2 mm a partir do

Bregma. A barra de escala representa 1 mm.

Uma das principais caracteristicas histologicas inerentes ao modelo de 6-OHDA em
roedores ¢ a perda de fibras TH+ no estriado e consequentemente a morte de neurdnios
dopaminérgicos na SNpc (ALVAREZ-FISCHER et al., 2008; CARLSSON et al., 2011;
HEUER et al., 2012; STAYTE etal., 2015).

O tratamento com Oleo-resina de C. reticulata Ducke mostrou-se promissor no modelo
experimental utilizado em nosso trabalho visto que fibras TH+ do estriado foram protegidas em
relacdo ao grupo ndo tratado, evidenciando que o 6leo-resina possui efeitos neuroprotetores no

modelo de 6-OHDA da DP em camundongos.
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44. AVALIACAO DA MOTRICIDADE A PARTIR DO TESTE DO CAMPO
ABERTO

O teste do campo aberto ¢ amplamente utilizado para avaliagdo da atividade
exploratdria, assim como comportamento semelhante ao ansioso dos animais (CHRISTAKIS;

RAMIREZ; RAMIREZ, 2012; MENDES FDE et al., 2013).

Neste trabalho, o teste do campo aberto foi realizado trés vezes durante o experimento
(dia 0, 14° e 28°) para avaliacdo da atividade exploratoria dos animais no aparato no periodo
de 5 minutos. A média da distancia percorrida pelos animais antes dos procedimentos cirirgicos
(dia 0) foi considerado como 100% de atividade exploratdria e os demais dias de teste foram
comparados ao dia 0 para averiguarmos as possiveis alteragdes comportamentais ao longo do

periodo de sobrevida dos animais.

Os resultados das analises no teste do campo aberto puderam ser mensurados e
visualizados a partir da analise das trajetorias percorridas pelos animais durante o teste (Figura
8A), assim como pela analise de variancia de dois critérios (ANOVA Two Way) seguidas do

teste Bonferroni para multiplas comparagdes (Figura 8B).

Em relag@o ao dia 0, a ambulacdo no grupo Veiculo/Veiculo ndo foi alterada no 14° e
28° dia de teste (ANOVA Two Way; teste Bonferroni; Dia 0 = 100 + 10,08%; 14° dia = 85, 36
+ 14,74%; 28° dia = 88,05 + 20,69%; p = 0,0525; média + erro padrdo), assim como o grupo
Veiculo/Copaiba (ANOVA Two Way; teste Bonferroni; Dia 0 = 100 + 10,08%; 14° dia = 68,74
+ 9,08%; 28° dia = 70, 75 £ 7,96; p = 0,0525; média + erro padrdo). Entretanto, o grupo 6-
OHDA/Veiculo apresentou redugao significativa de 59,5% na ambulagdo no 14° dia e de 56,2%
no 28° dia (ANOVA Two Way; teste Bonferroni; Dia 0 = 99,99 + 11,89%; 14° dia = 40,4 +
7,66%; 28° dia=43,71 + 8,09%; * p <0,0001; média + erro padrao). Da mesma maneira, grupo
6-OHDA/Copaiba mostrou reducdo na atividade locomotora de 63% no 14° dia e de 61,8% no
28° dia (ANOVA Two Way; teste Bonferroni; Dia 0 = 100 + 5,94%; 14° dia = 37,19 + 6,33%;
28° dia = 38,47 + 6,06%; * p < 0,0001; média + erro padrao).

Nas analises intragrupo durante os dias de teste, no 14° dia, os grupos 6-OHDA/Veiculo
e 6-OHDA/Copaiba apresentaram diminuigdes na ambulagdo de 44,6% e 48,1%,
respectivamente, em relagdo grupo Veiculo/Veiculo (ANOVA Two Way; teste Bonferroni;
Veiculo/Veiculo = 85, 36 + 14,74%; 6-OHDA/Veiculo = 40,4 + 7,66%; 6-OHDA/Copaiba =
37,19 £ 6,33%; ** p < 0,0001; média = erro padrdo). No 28° dia, a mesma resposta

comportamental foi observada, onde os mesmos grupos apresentaram redugdo na ambulagdo de
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44,3% e 49,5%, respectivamente, em relagdo ao grupo Veiculo/Veiculo (ANOVA Two Way;
teste Bonferroni; Veiculo/Veiculo = 88,05 + 20,69%; 6-OHDA/Veiculo = 43,71 + 8,09%; 6-
OHDA/Copaiba = 38,47 + 6,06%; ** p <0,0001; média + erro padrao).

Esses resultados demonstram que inje¢des intraestriatais de 6-OHDA ocasionou um
comprometimento na atividade locomotora no teste do campo aberto, além de mostrar que o
tratamento com copaiba ndo melhorou o desempenho motor dos animais do grupo 6-

OHDA/Veiculo no teste (Figura 8§B).
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Figura 8: Avaliacdo da atividade locomotora no teste do campo aberto. (A) Representacao

das trajetorias percorridas durante os testes. (B) Distancia percorrida (%) durante os dias de teste.

* p <0,0001 versus Dia 0; ** p < 0,0001 versus Veiculo/Veiculo. Dados expressos em média +

erro padrdao. Veiculo/Veiculo N = &; Veiculo/Copaiba N = 8; 6-OHDA/Veiculo N = 13; ¢ 6-

OHDA/Copaiba N =16
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A fim de averiguar se a reducdo na ambulag@o dos grupos injetados com 6-OHDA foi
exclusivamente devida ao fator de comprometimento da atividade locomotora ou se outro fator
(n2o motor) esteve presente, analisamos o tempo em que os animais permaneceram imoveis
durante o teste. Também averiguamos o comportamento de tigmotaxia, no qual ¢ mensurado o
tempo em que os animais permaneceram na ZP do aparato, sendo indicativo de comportamento

ansioso.

A figura abaixo representa a trajetoria dos grupos durante os 3 dias em que o teste do
campo aberto foi realizado. Considerando o parametro de tigmotaxia, a imagem nos permite
observar que alguns animais apresentaram um padrdo comportamental caracteristico de

tigmotaxia (Figura 9A).

A Figura 9B, demonstra que em relagdo ao dia 0, os grupos 6-OHDA/Veiculo e 6-
OHDA/Copaiba permaneceram imoveis por mais tempo, tanto no 14° quanto no 28° dia
(ANOVA Two Way; teste Bonferroni; Dia 0: 6-OHDA/Veiculo = 91,15 + 17,58; 6-
OHDA/Copaiba = 49,50 + 9,84; 14° dia: 6-OHDA/Veiculo = 180,1 +21,25; 6-OHDA/Copaiba
= 144,5 + 21,13; 28° dia: 6-OHDA/Veiculo = 151,8 £+ 23,26; 6-OHDA/Copaiba = 151,3 +
20,25; ** p < 0,001; média + erro padrio). No dia 0, o grupo 6-OHDA/Copaiba apresentou
menor tempo de imobilidade em relagdo aos demais grupos, sendo significativamente diferente
em relagdo ao grupo Veiculo/Veiculo (ANOVA Two Way; teste Bonferroni; Veiculo/Veiculo

=135,6 £20,90; 6-OHDA/Copaiba = 49,50 + 9,846; * p < 0,05; média + erro padrao).

A andlise do comportamento de tigmotaxia no 14° dia mostrou que os grupos 6-
OHDA/Veiculo e 6-OHDA/Copaiba permaneceram mais tempo na ZP do aparato em relagdo e
aos grupos Veiculo/Veiculo e Veiculo/Copaiba, respectivamente. O mesmo fendmeno também
foi observado no 28° dia (ANOVA Two Way; teste Bonferroni; Dia 0: Veiculo/Veiculo =237,9
+ 6,49; Veiculo/Copaiba = 205,2 + 6,07; 6-OHDA/Veiculo = 178,6 + 18,43; 6-OHDA/Copaiba
=193,2 + 7,31; 14° dia: Veiculo/Veiculo = 236,4 &+ 9,46 ; Veiculo/Copaiba = 229 + 12,64; 6-
OHDA/Veiculo = 180,5 + 16,93; 6-OHDA/Copaiba = 180,3 + 16,11; 71 p < 0,001; 28° dia:
Veiculo/Veiculo = 266,3 £ 9,46; Veiculo/Copaiba = 266,3 + 9,46; 6-OHDA/Veiculo = 200,1 +
10,55; 6-OHDA/Copaiba =202,3 = 13,33; + p <0,001; média = erro padrao). No dia 0, o grupo
6-OHDA/Veiculo ficou menos tempo na ZP em relacdo aos demais grupos, sendo
significativamente diferente em relagdo ao grupo Veiculo/Veiculo (ANOVA Two Way; teste
Bonferroni; Veiculo/Veiculo = 237,9 £+ 6,499; 6-OHDA/Veiculo = 193,2 £ 7,318 ; * p < 0,05;

média + erro padrdo) — Figura 9C).
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Figura 9: Avaliacdo da atividade locomotora no teste do campo aberto. (A) Representagio
das trajetorias percorridas durante os testes. (B) Distancia percorrida (%) durante os dias de teste.
*p <0,0001 versus Dia 0; ** p <0,0001 versus Veiculo/Veiculo. Dados expressos em média +
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Esses resultados sugerem que nos grupos injetados com 6-OHDA, os animais
permaneceram por mais tempo imoveis, além de dispender mais tempo na ZP do aparato em
relacdo aos demais grupos, sendo caracteristicos de ansiedade. Tais circunstancias, nos
mostram que ao tratamento com Oleo-resina de C. reficulata Ducke ndo teve efeito nesse

parametro comportamental.

Contudo, o teste do campo aberto ndo ¢ suficiente para inferirmos que somente o
comportamento de tigmotaxia represente uma resposta de ansiedade no modelo de DP realizado
neste trabalho, pois seria necessario a realizacdo de outros testes comportamentais como o0s
testes: labirinto em cruz elevado, caixa claro-escuro, labirinto em zero e exposi¢do ao objeto
novo (BONITO-OLIVA; MASINI; FISONE, 2014; CARVALHO et al., 2013; CRYAN;
HOLMES, 2005).
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4.5. GRAU DA LESAO GERADA PELA 6-OHDA E EFEITO NEUROPROTETOR
DO OLEO-RESINA DE Copaifera reticulata Ducke NO TESTE DE ROTACOES
INDUZIDAS POR APOMORFINA

A apomorfina ¢ um agonista dopaminérgico que ¢ utilizada para avaliagdo do grau da
lesdo provocada pela 6-OHDA injetada unilateralmente no estriado, pois apds o
estabelecimento da lesdo nigroestriatal ¢ possivel avaliar a assimetria dopaminérgica entre o
hemisfério cerebral lesionado pela neurotoxina em relacdo ao hemisfério intacto

(SCHWARTING; HUSTON, 1996).

A explicacdo para as rotagdes contralaterais ¢ que quando ha degeneracgdo
dopaminérgica provocada pela 6-OHDA, os receptores dopaminérgicos pos-sindpticos no
estriado ficam hipersensibilizados em relag@o ao lado intacto e com administragdo sist€émica de
apomorfina, que ¢ um agonista dopaminérgico, liga-se ao respectivos receptores gerando uma
resposta neurofisiologica semelhante ao do neurotransmissor dopamina, que por sua vez
estimula vias motoras descendentes, que finalmente culmina no comportamento rotacional

involuntario contralateral a lesio (SCHWARTING; HUSTON, 1996).

Tal caracteristica ¢ importante para a avaliacdo de possiveis estratégias neuroprotetoras,
pois é possivel mensurar se a estratégia de tratamento estd sendo efetiva frente a
neurodegeneragdo dopaminérgica provocada por neurotoxinas em modelos animais, a partir do
nimero de rotagdes contralaterais, que sdo indicativos de degeneracdo da via nigroestriatal.
Nesse contexto, a presenca da lesdo intraestriatal unilateral provocada pela 6-OHDA foi
averiguada pelo teste farmacoldgico da apomorfina, que foi realizado no 14° e 28° dia apods

injecdo de 6-OHDA.

O comportamento rotacional contralateral a lesdo esteve presente em ambos 0s grupos
injetados com 6-OHDA, onde no 14° e 28° dia, esses grupos apresentaram rotagoes
contralaterais elevadas em relagdo aos grupos injetados com solug¢do veiculo (ANOVA Orne
Way; teste Tukey; 14° dia: Veiculo/Veiculo =0+ 0; Veiculo/Copaiba = 0=+ 0; 6-OHDA/Veiculo
=203,2 £ 35,15; 6-OHDA/Copaiba = 92,19 + 17,17; * p < 0,0001; 28° dia: Veiculo/Veiculo =
0 =+ 0; Veiculo/Copaiba = 0 £+ 0; 6-OHDA/Veiculo = 193,9 + 39,86; 6-OHDA/Copaiba = 119,7
+ 25,38; * p < 0,0001; média + erro padrao). A analise dos grupos injetados com 6-OHDA
mostrou reducdo de 54,6% no niimero de rotacdes contralaterais no grupo tratado com Copaiba
em relagdo ao grupo nio tratado no 14° dia (ANOVA One Way; teste Tukey; Veiculo/Veiculo
= 0 £ 0; Veiculo/Copaiba = 0 £ 0; 6-OHDA/Veiculo = 203,2 + 35,15; 6-OHDA/Copaiba =
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92,19 £ 17,17; ** p <0,0001). Entretanto, essa diferenga ndo se manteve no 28° dia (ANOVA
One Way; teste Tukey; Veiculo/Veiculo =0 + 0; Veiculo/Copaiba = 0 = 0; 6-OHDA/Veiculo =
193,9 £+ 39,86; 6-OHDA/Copaiba = 119,7 + 25,38; p = 0,1291; média + erro padrao) — Figura
10.

Apomorfina
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Figura 10: Teste de rotagcdes induzidas por apomorfina. * p < 0,0001 versus
Veiculo/Veiculo e Veiculo/Copaiba; ** p < 0,0001 versus 6-OHDA/Veiculo. Dados expressos
em média + erro padrdo. Veiculo/Veiculo N = 8; Veiculo/Copaiba N = 8; 6-OHDA/Veiculo N
=13; e 6-OHDA/Copaiba N = 16.

Popularmente conhecida como copaiba, o 6leo-resina de Copaifera reticulata Ducke é
amplamente utilizado na medicina popular. Guimardes-Santos e colaboradores (2012)
avaliaram o potencial neuroprotetor e antiinflamatdrio do 6leo-resina de C. reticulata Ducke
em modelo de les@o excitotoxica no cortex motor de ratos. Esse trabalho pdde corroborar a
hipdtese do efeito neuroprotetor do 6leo-resina de C. reticulata Ducke, a partir da redugdo de
60% na ativagdo de microglia, a qual ¢ indicadora de processos neuroinflamatdrios e espécies
reativas de oxigénio, diminuindo, assim, a area da lesdo. Tal evidéncia, pode estar relacionada
ao beta-cariofileno (BCP), que é um sesquiterpeno presente em maior quantidade (40,9%) no

oleo-resina da C. reticulata Ducke (VEIGA JUNIOR et al., 2007).

Dentre os diversos fitocanabinodides, o BCP ¢ um canabinodide dietético extensamente
disponivel e comumente utilizado como conservante, aditivo, aromatizante em alimentos e

cosméticos. Farmacologicamente, ele ¢ um ligante do receptor endocanabindide tipo II (CB2)
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ndo psicoativo, possuindo propriedades anti-inflamatorias (GERTSCH et al, 2008) e
antioxidantes (SINGH et al., 20006).

Recentemente, os receptores CB2 sdo tidos como novos alvos terapéuticos na DP
devido as suas fung¢des de neutralizacdo de estresse oxidativo, a partir do restabelecimento de
enzimas antioxidantes e inibi¢do de peroxidacao lipidica, e de neuroinflamacdo, através da
reducdo na ativacdo de microglia e de astrocitos na substancia negra pars compacta € no
estriado de roedores (BENTO et al., 2008; CONCANNON et al., 2015). Sendo assim, a
ativacdo dos receptores CB2 mostra-se como um potencial alvo terap€utico por inibir os ciclos
de neuroinflamac@o e por preservar a homeostase neuronal em desordens neurodegenerativas,
incluindo a DP (GOMEZ-GALVEZ et al., 2016; JAVED et al., 2016; OJHA et al., 2016;
PALAZUELOS et al., 2009; PRICE et al., 2009; RAMIREZ et al., 2005; SAGREDO et al.,
2009).

O efeito neuroprotetor mediado pelo receptor CB2 foi investigado em modelo in vivo
da DP induzido por rotenona, onde o tratamento com BCP reduziu os niveis de citocinas pro-
inflamatorias ¢ mediadores inflamatorios. Além disso, houve protecdo dos neurdnios
dopaminérgicos na substancia negra ¢ subsequente reducdo na ativagdo de microglia,
demonstrando efeito terapéutico frente a neurodegeneracao induzida por rotenona (JAVED et
al., 2016). Outro estudo foi realizado para avaliar o efeito neuroprotetor do BCP em modelo da
DP induzido por rotenona, onde o tratamento com o BCP protegeu os neurdnios
dopaminérgicos e reduziu a ativacdo de microglia e astrocitos, os quais sdo indicativos de
neuroinflamag@o. Ademais, o BCP atenuou citocinas pro-inflamatérias e mediadores
inflamatorios, restabeleceu enzimas antioxidantes e inibiu a peroxidacao lipidica (OJHA et al.,

2016).

A partir dessas evidéncias presentes na literatura, objetivamos avaliar o efeito
neuroprotetor do oleo-resina de C. reticulata em modelo in vivo da DP induzido por 6-OHDA.
Os resultados preliminares desse experimento foram apresentados no presente trabalho
(avaliagcdo de sobrevida, massa corporal, histologia e pardmetros comportamentais), sendo a
reducdo de 54,6% no nimero de rotagdes induzidas por apomorfina no grupo 6-OHDA/Copaiba
(no 14° dia), o principal resultado, o qual mostrou um efeito neuroprotetor. Ademais, a reducéo
no numero de fibras TH" no estriado mostrou-se reduzida em relagdo ao grupo 6-

OHDA/Veiculo, corroborando, assim, os resultados obtidos no teste de rotagoes.
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Contudo, ndo podemos afirmar categoricamente que o efeito observado no teste de
rotacdes por apomorfina esta relacionado exclusivamente ao BCP, afinal a composicao do 6leo-
resina de C. reticulata Ducke ¢ heterogénea, contendo cerca de 37 sesquiterpenos com
propriedades quimicas diferentes (VEIGA JUNIOR et al., 2007), podendo exercer fungoes
farmacologicas diversificadas no SNC. Mesmo assim, o tratamento com 6leo-resina se mostrou
neuroprotetor € nossos resultados sugerem que sejam feitas investigacdes mais detalhadas
acerca dos sesquiterpenos presentes no oleo-resina de C. reticulata Ducke, sendo o BCP a

molécula de maior interesse como alternativa terapéutica.
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5. CONCLUSOES

- Injecdes unilaterais intraestriatais utilizando 10 pg de 6-OHDA sdo suficientes para

induzir lesdo no sistema nigroestriatal.

- O tratamento com oleo-resina de Copaifera reticulara Ducke demonstrou efeito
neuroprotetor no 14° dia a partir da redugdo no ntimero de rotagdes induzidas por apomorfina,

porém o mesmo efeito ndo foi observado no 28° dia de teste.

- O tratamento com O6leo-resina de C. reticulara Ducke ndo melhorou o quadro motor

de camundongos injetados com 6-OHDA no teste do campo aberto.
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ANEXO A — Parecer da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

- UFPA Comissio de Etica no
Universidade Federal do Para Uso de Animais

CERTIFICADO

Cenificamos que o Projeto mnfitulado "BIOPROSPECCAD DE PLANTAS AMAZONICAS COM POTENCIAL NEUROMODULADOR EM
MODELOS EXFERIMENTAIE DA DOENCA DE PARKINGOMN®, protocalads sob o CEUA n® E743170716, sob a respansabibdade de
Elizabeth Sumi Yamada & equipe; Anderson Valenie Amaral, Amaldo Jorge Marlins Filha, Dielly Catrina Favacho Lopes; Edmar
Tavares Da Cesta; Millon Mascimenlo Siva; Riy Dougias Melo Gomes; Valdina Salimar Cardasn Lapes, Walace Gomes Leal - que
envolve a produglo, manutencio elou ulllizachio de animais pertencenies a0 flo Chordata, subfiio Verebrata {excelo o homem), pama
fins de pesquisa cienlifica (ou ensino) - enconlra-se de acondo Oom 65 preceilos da Lei 11.784, de 8 de ovlubro de 2008, com o
Decreto 6899, de 15 de jubho de 3009, com &5 nomas edibadas pelo Conselho Madonal de Conbrole da Experimentacio Animal

{COMCEA), & foi aprovade pela Comissdo de Elica no Uso de Animais do Universidade Federal do Pard (CELMUFPA) em reunido
de JA0T2016.

We certify thal the proposal "BIOPROSPECTING FROM AMAZON PLANTE WITH NEUROMODULATOR POTENTIALS 1N
EXPERIMENTAL MODELSE OF PARKINSONTS DISEASE", uilizing 240 Hsterogenics meoe (240 males), protocal nismbes
CEUA 8743170718, under the responsibdily of Elizabeth Sumi Yamada and beam; Andesson Valente Amaral; Amakdo Jorge
Marting Filho, Dielly Catina Favacho Lopes: Edmar Tavares Da Costa; Millon Nascamento Siva; Riky Douglas Melo Gomes;
Waldina Salimar Cardoso Lopes, Walkice Gomes Leal - which involves the production, manisnance sndier use of animais
belonging 1o the phyium Chordata, subphyfum Verebrata (excepl human bengs), for scentiic research purposes (or
lEaching] = il's in accordance with Law 11.784, of Oclober 8 2008, Decres GBS, of July 15, 2009, wilh the ndes sued by the
Mational Council for Conlroll of Animal Expedmentation (CONCEA), and was approwed by the Eihic Commiltes on Animal Use
of the Federal University of Para (CEUANUFPA] in the meeSing of 0712802018,

Vigincia da Proposta: de 002014 & D807 Area: Depadamento De Fisiclogia

Procadéncia: Bealério do Laboratdna de nesrcpatalogia experimental

Espécie:  Camundanges heberagénicos Génera: Machas idade: :Eﬂ:;?‘ M 120
Linhagem: - Mus musculusiCETBIE Pesa:  G3DadSg

Procedénca; Giatério do Laboratna de nesuropataloga experimental

Espécie:  Camundangos heberginicos Génern: Machas ictacle: :E'::B M 120
Linhagem:  Mus missulus/Swiss Pesa: 30ad5p

Resumo: O bioma Amaztng représenta umi das maiores fonies de biodvensidade do planeta. A preseracio & o w0 susientivel
desty fiquers nequel 3 aquisiclio & o dominio de conhecimenta centificn fas mais diversas areas. Em 20100 o periodo anbre 2011-2020
foi proclamado cormo Ta década da biodiversidade? pela Assembless Geral da ONU, numa lenlaliva de estimular agies fuluras mais
concrelas medianie o fracasso dos paises em afingir a5 metas bragadas em 2002 visando diminuir 2 perda da biodiversidade global.
Al das consequincias negalivas para o meio ambients ? desde alleragies dirdlicas alé o compromelimento. das fonles de dqua
potivel 7 a diminuicho da biodhversidate implica na perda de polencisis fonles de noves Frmacos. Enbrelanio, a presenacio da
biadiversidade de nada adisntard se nio soubermos como usd-le de modo correlo & em prol da soSedade, ndo havendo oubra
caminhe sando o mvestiments macico de recursas Enancesinos para fomentar 3 busca desse conhecimenlo. A presanle proposts visa
confribuir em uma denlre &5 inimeras dreas do conhecimenlo neoessanas para se explorar o8 polencias beneficios da biodiversdade
amarhnica’ & deacobers de noves Farmacos. Eshedos prévios resulbanies da parceria enire o Laboraldrin de Neuropalologia
Experimental {LaMEx) & o Laboratirio de Cromabografia Liguida de Ala Pedformance (LaNExLabCrol § da Unhiersidade Federsl do
Pard indicaram propriedades neurcproteloras no exirabo de jolhas de Swielenia macrophyla em modelo in vivo de doenga de
Parkinson. Portanio, valerdo-se da experiéngia ¢o grupo em estudos na area de neurcdegeniracia, prelende-se rasirear propriedades
neummoduladorss em extralos adicionais de plantas da flora amardnics, assim como aprofundar 2 imvesSgagio dos efeilos
neuroprolelores da Swielenia macrophyla, Para lanio, serdo ulifzados modelos experimentais n vilro & in viva da doenga de
Parkingar, 3 mais comum das descrdens moloras, & snda sem lerapias guoe ir pam sus progressda. A proposta prelende
confribuir com & produgdo de conheamenta cienlios de gualidade asxim coma com a formagio de recursos humanos na regifio, que
poszam conbibuir para incrementar o uso sustentivel da bodivenssdade amardnica.

Betém do Pard, 01 de agosio de 2016



36

UFPA Comissio de Etica no
. Universidade Federal do Para Uso de Animais

Mot

Frof. Dr. Moisas Hamoy
Coordenador da Comissac de Etica no Uso de Animais
uUniversidade Federal do Pasa

ararmTm



