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RESUMO

A Doenga de Parkinson (DP) € a segunda doenca neurodegenerativa mais comum ap6s a Doenca de
Alzheimer, afetando cerca de 2% da populagdo global na faixa etaria de 65 anos, caracterizada pela
deplecdo dopaminérgica na via nigroestriatal. A neuroinflamacdo e o estresse oxidativo (EO) estdo
envolvidos na fisiopatologia da DP sendo alvos importantes para tratamento, ja& que o tratamento
farmacolégico existente € meramente paliativo e apresenta diversas reacoes adversas. Tendo em vista
a importancia do aporte protéico no envelhecimento e em doencas neurodegenerativas e sabendo que a
Spirulina platensis € uma cianobactéria multicelular filamentosa que pode conter até 74% de proteinas
e apresenta a¢des anti-inflamatdrias e antioxidantes, avaliamos os possiveis efeitos neuroprotetores da
Fracdo Proteica da Spirulina platensis (FPS) em um modelo de Doenca de Parkinson induzido por 6-
Hidroxidopamina (6-OHDA). Foram utilizados ratos machos Wistar (250-300 g) distribuidos em 4
grupos: FO (ndo lesionado); 6-OHDA (lesionado por 6-OHDA por cirurgia estereotaxica no corpo
estriado direito); lesionados por 6-OHDA e tratados com FPS (5 e 10 mg/kg, v.0.) durante 14 dias.
Apos esse periodo, os animais foram submetidos a testes comportamentais (Teste do Campo Aberto,
Nado Forcado e Rotacional induzido por apomorfina) em seguida eutanaziados para retirada das areas
cerebrais (Corpo Estriado, Hipocampo e Cortex) e realizacdo das analises neuroquimicas, bioquimicas
e perfusdo para os ensaios em imuno-histoquimica. Os dados que apresentaram uma distribuicdo
paramétrica foram analisados pelo teste de Analise de Variancia (ANOVA) e os ndo paramétricos pelo
teste de Kruskal-Wallis, considerando estatisticamente significantes valores de p< 0,05. No teste do
Campo Aberto, o tratamento com a FPS (5 e 10 mg/kg) ndo apresentou diferenca significativa em
nenhum dos parametros avaliados (nimero de cruzamento e ndmero de rearing),em relacdo ao 6-
OHDA. No teste de nado forcado, os animais tratados com a FPS reduziram parcialmente o tempo de
imobilidade e no teste rotacional induzido pela apomorfina, os animais lesionados e tratados com a
FPS apresentaram reducdo no nimero de rotacdes contralaterais, possivelmente devido ao aumento
parcial no conteido de DA no estriado, seguido do acréscimo na imunhistoquimica para Tirosina
hidroxilase e DAT. Além disso, foi observado que o tratamento com a FPS apresentou efeito
antioxidante e antiinflamatorio ao diminuir consequentemente as concentragdes de nitrito e TBARS no
Hipocampo e Cortex e a marcacdo tecidual para os marcadores de inflamagdo, COX-2 e iNOS, nas
areas do cortex, e regides CAl, CA3 e Giro parahipocampal do hipocampo, indicando um mecanismo
de neuroprotecdo. A Fracdo Proteica da Spirulina representa, portanto uma opgao viavel e eficiente de
neuroprote¢do, apresentando resultados promissores para estudos clinicos como uma nova estratégia

terapéutica adicional, com potencial para inibir a progressdo da Doenca de Parkinson.

Palavras-chave: Doenga de Parkinson; Spirulina platensis; neuroinflamagéo; suplementacéo protéica.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative disease, affecting about 2% of
the global population in the age group of 65 years. It is characterized by dopaminergic depletion in the
nigrostriatal pathway. Neuroinflammation and oxidative stress (OE) are also involved in the
pathophysiology of PD and are important treatment targets, since the existing pharmacological
treatment is merely palliative and has several side effects. In view of the importance of protein input
on aging and on neurodegenerative diseases and also knowing that Spirulina platensis is a filamentous
multicellular cyanobacterium that may contain up to 74% of proteins and has previously shown anti-
inflammatory and antioxidant activities, we evaluated the potential neuroprotective effects of Spirulina
platensis Protein Fraction (SPF) in a Parkinson's Disease model induced by 6-Hydroxidopamine (6-
OHDA) using male Wistar rats (250-300 g). In order to perform this evaluation the rats were
distributed in 4 groups: FO (uninjured); 6-OHDA (injured by 6-OHDA using stereotaxic surgery on
the right striatum); injured by 6-OHDA and treated with SPF (5 and 10 mg / kg, v.0.) for 14 days.
After this period, the animals were subjected to behavioural tests (Open Field Test, Forced Swimming
and Rotational induced by apomorphine). Then, the animals were euthanized and its brain areas were
removed (Striatum, Hippocampus and Cortex) in order to perform neurochemical, biochemical and
perfusion analyses for immunohistochemistry assays. The data that presented a parametric distribution
were analyzed by the Analysis of Variance test (ANOVA) and the non-parametric data by the
Kruskal-Wallis test, considering statistically significant values of p <0.05. In the Open Field test, the
treatment with the SPF (5 and 10 mg / kg) did not present significant difference in any of the evaluated
parameters (number of crossing and number of rearing), in relation to the 6-OHDA, in the forced
swimming test, animals treated with SPF partially reduced immobility time and in the rotational test
induced by apomorphine, animals injured and treated with SPF showed a reduction in the number of
contralateral rotations. possibly due to the partial increase in the content of DA in the striatum,
followed by the increase in immunhistochemistry for Tyrosine hydroxylase and DAT. In addition, it
was observed that the treatment with SPF had an antioxidant and anti-inflammatory effect,
consequently decreasing the concentrations of nitrite and TBARS in the Hippocampus and Cortex and
the tissue marking for inflammation markers, COX-2 and iNOS, in the areas of the cortex, and regions
CALl, CA3 and parahipocampal gyrus of the hippocampus, indicating a neuroprotection mechanism.
The Spirulina Protein Fraction represents, therefore, a viable and efficient neuroprotection option,
presenting promising results for clinical studies as a new additional therapeutic strategy, with the

potential to inhibit the progression of Parkinson's Disease.

Keywords: Parkinson's disease; Spirulina platensis; neuroinflammation; protein supplementation.



1 INTRODUCAO

O envelhecimento populacional vem acontecendo de forma acelerada e com isso tem-
se uma maior prevaléncia de doencas cujo principal fator de risco ¢ a idade, como € o caso das
doencas neurodegenerativas, Doenga de Alzheimer e de Parkinson. (SILVA; CARVALHO,
2019) A Doenca de Parkinson (DP), como muitos outros distlrbios neurodegenerativos,
raramente acomete pessoas antes dos 50 anos, no entanto, a prevaléncia aumenta
constantemente para 2% na populacdo global com 65 anos, chegando a 5% em individuos
com 80 anos (TYSNES; STORSTEIN, 2017).

A DP ¢ caracterizada por alteracdes funcionais dos sistemas dopaminérgico,
noradrenérgico, serotoninérgico e colinérgico, que desencadeiam sintomas motores como,
bradicinesia, tremor postural e/ou de repouso, hipocinesia, rigidez e instabilidade postural
(WERNECK, 2010), e ndo motores, como depressdo, déficits cognitivos, problemas
gastrointestinais, distarbios do sono (MUNOZ et al., 2016).

A etiologia da doenca é delineada como idiopatica, mas estudos sugerem que a DP
pode ser decorrente de um conjunto de fatores, sejam eles genéticos, toxinas ambientais,
estresse oxidativo, disfuncdes mitocondriais e/ou alteracbes do envelhecimento e
excitotoxicidade (SOUZA et al., 2011), Alem de mecanismos neuro-inflamatorios que
contribuem para a cascata de eventos que conduzem a degeneracdo neuronal na DP
(BASSANI; VITAL; RAUH, 2015).

Apesar de extensas pesquisas, ainda ndo ha nenhum tratamento definitivo para a DP
levando cada vez mais pesquisadores em todo 0 mundo a buscarem novas terapias capazes de
retardar ou, idealmente, parar a degeneracdo de neurbnios dopaminérgicos, ja& que 0s
tratamentos atuais sdo apenas sintomaticos. Embora a descoberta da levodopa tenha
revolucionado o tratamento da DP, foi observado que, ap0s alguns anos de tratamento, a
maioria dos portadores desenvolvem movimentos involuntarios, que sdo dificeis de controlar
e prejudicam significativamente sua vida, tornando evidente a necessidade de mais estudos

sobre a levodopa, e sobre novas opcdes terapéuticas que venham a refinar ou mesmo
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substituir a terapia atual, e proporcionar uma melhor qualidade de vida para estas pessoas que

sofrem com as consequéncias da doenca e com os efeitos adversos das terapias existentes.

Tendo em vista as opgdes terapéuticas limitadas para o tratamento da DP, drogas que
apresentam atividade anti-inflamatéria e antioxidante sdo candidatas a terapia de
neuroprotecdo. Estudos apontam que a Spirulina platensis vem sendo bastante utilizada como
suplemento nutricional, devido seu alto teor proteico e também por conta de suas a¢des anti-
inflamatorias e antioxidante. Portanto, 0 composto oferece potenciais alvos terapéuticos no
desenvolvimento de tratamentos futuros. Porém, estudos adicionais sdo necessarios para se
determinar os mecanismos neuroprotetores envolvidos o que justifica a importancia deste
estudo.

Para tanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos neuroprotetores da Fracao
Proteica de Spirulina platensis (FPS) em modelo de Doenca de Parkinson, induzida por 6-
hiroxidopamina (6-OHDA) em ratos. Nesse sentido foram realizados testes comportamentais
(campo aberto, nado forcado, rotacional), testes neuroquimicos em corpo estriado
(determinagéo das concentracdes de Dopamina e Acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC)),
avaliacdo do estresse oxidativo por meio das concentracdes de nitrito e peroxidacao lipidica,
em areas do hipocampo e cortex, além de ensaios imunohistoquimicos para 0s mediadores de
inflamacéo, ciclooxigenase-2 (COX-2) e éxido nitrico sintase induzivel (iNOS) no cortex e
hipocampo, e de células imunopositivas para a enzima tirosina hidroxilase (TH) e para o

transportador de dopamina (DAT) no estriado direito.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da doenga de Parkinson

Os relatos sobre a doenca de Parkinson datam de tempos remotos, periodo em que o
homem ndo compreendia ao certo a relagdo entre ciéncia e religido. Alguns estudiosos da
época, como, Galeno, Leonardo Da Vinci, autores egipcios e indianos faziam descrigcdes sobre
a doenca, relacionando-a uma possivel alteracdo do sistema nervoso ou puni¢des daqueles que
pecavam (PAIXAO et al., 2013).

Foi em 1871 que James Parkinson, médico inglés, descreveu pela primeira vez, a
doenca no ensaio intitulado “An Essay on the Shaking Palsy”, que vem a ser a primeira
descricdo mundial bem definida da Doenca de Parkinson. A enfermidade, intitulada como
"paralisia agitante"”, foi caracterizada pela presenca de movimentos involuntarios tremulantes
com diminuicdo da forga muscular, e tendéncia de inclinagdo do tronco para frente, bem como

alteracdo da marcha (festinagéo), tendo os sentidos e o intelecto ndo afetados (TEIVE, 1998).

Apos a descricdo de Parkinson, a contribuicdo do neurologista francés Jean-Martin
Charcot foi fundamental. Charcot sugeriu 0 nome "Doenca de Parkinson" para a enfermidade
"paralisia agitante”, definiu a presenca dos chamados sinais cardinais da doenca (tremor,
lentiddo do movimento, rigidez e dificuldades do equilibrio), apresentou critérios para o
diagnostico diferencial e sugeriu 0 uso de hioscinamida, uma substancia com propriedades

anticolinérgicas como primeiro tratamento para a enfermidade (TEIVE et al., 2001).

Atualmente, a Doenca de Parkinson é caracterizada como o0 segundo transtorno
neurodegenerativo mais comum apés a Doenca de Alzheimer (WILLIAMS-GRAY; WORTH,
2016).

A fisiopatologia da DP consiste em perda de 70-90% de neurénios dopaminérgicos na
regido da Substancia Negra Pars Compacta (SNpc), que resultam na diminuicdo de células
pigmentadas secretoras de dopamina e consequentemente perda de dopamina (principal
neurotransmissor que transmite sinais neuronais do cérebro para outros centros motores). A

falta desse neurotransmissor nos pacientes com DP perturba o controle dos movimentos,
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surgindo, portanto os sintomas motores (CHUNG; DAWSON; DAWSON, 2003; THOMAS,
2009; JAGADEESAN et al., 2017).

A degeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos reduz os niveis de dopamina no estriado
e em outros nicleos da base. Os Nucleos de Base (NB) séo estruturas cerebrais constituidos
pelo estriado (caudado e putamen), globo palido (interno e externo), ndcleo subtalamico e
substancia negra e sdo responsaveis por controlar a atividade motora por meio da regulacao de
impulsos neuromotores (GOBBI et al., 2006)

Para Standaert e Calanter (2010), ha duas vias principais nos nucleos da base que
regulam o movimento: a via indireta que inibe 0 movimento, e a via direta que permite a
realizacdo de movimento. A dopamina inibe a via indireta e estimula a via direta através da
ativacdo de receptores das classes D2 (inibitorios) e D1(excitatdrios), respectivamente,
resultando em uma tendenciosidade efetiva no que se refere ao movimento voluntario. A
figura 1 mostra as vias excitatorias em azul, e as vias inibitorias, em preto. A via direta emite
sinais do hipotalamo para o Globo Palido interno (GPi), o tdlamo e o cOrtex, enquanto a via
indireta emite sinais do putdmen para o Globo Palido externo (GPe), o nucleo subtalamico

(STN), o GPi, o tdlamo e o cortex.

A degeneracdo dos neurb6nios dopaminérgicos na substdncia negra resulta em
estimulacdo deficiente da via direta (que permite 0 movimento) e inibicdo insuficiente da via
indireta (que inibe 0 movimento). O resultado final consiste em escassez de movimento. A
seta cinza pontilhada indica uma atividade diminuida causada pela estimulacdo deficiente,
enquanto a seta preta espessa indica aumento de atividade produzido pela inibicao
insuficiente, como mostra a figura 1 (STANDAERT; CALANTER, 2010).
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Figura 1 - Efeitos da Doenca de Parkinson sobre as vias dopaminérgicas
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Fonte: Adaptado de Standaert e Calanter (2010).

STN: nucleo subtalamico ; SNc: Substancia Negra compacta; SNr: Substancia Negra reticulata; GPi: Globo
palido interno; GPe: Globo péalido externo

Além da deplecdo dopaminérgica, a DP se caracteriza pela presenca de inclusdes
esféricas citoplasmaticas denominadas corpos de Lewy (BENGOA-VERGNIORY et al.,
2017). No interior dos corpos de Lewy encontra-se a proteina alfa-sinucleina, além de outras
que contribuem para o processo de degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos do encéfalo. O
acumulo de alfa-sinucleina nos neurénios dopaminérgicos desencadeia uma cascata de
eventos importantes na patogénese da DP, com bloqueio do sistema ubiquitina- proteossoma,
e prejuizo da funcdo da mitocondria, que culmina na morte neuronal (DAWSON; DAWSON,
2010).

O sistema proteossomal-ubiquitina tem funcdo de degradar as proteinas
anormais/danificadas. Sua falta representa 0 mecanismo primario de agregacdo patoldgica das

proteinas na Substancia Negra pars compacta, caracterizando o chamado estresse proteolitico,
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fazendo parte do processo neurodegenerativo da DP (FERRAZ, 2005). Outros mecanismos
como toxinas ambientais, neuroinflamacdo, estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial
também podem estd envolvidos na patogénese da DP como mostra a figura 2 (ORTIZ et
al.,2017).

Figura 2 - Fisiopatologia da Doenga de Parkinson
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Fonte: Adaptado de Ortiz et al. (2017).

2.2 Estresse Oxidativo e Disfungdo Mitocondrial na DP

O estresse oxidativo ocorre devido um desequilibrio entre espécies pré e antioxidantes,
que resulta em danos moleculares e celulares, contribuindo significativamente no
desenvolvimento de doencas relacionadas a idade e varios disturbios neurolégicos (TAN et
al., 2018)

As espécies pro oxidantes incluem, as Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e
Espécies Reativas de Nitrogénio (ERNS) que sdo produzidos por processos enddgenos ou

exogenos e causam modificacBes oxidativas em macromoléculas celulares. As EROS
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envolvidas na neurodegeneracdo incluem peroxido de hidrogénio (H,O;), anion superdéxido
(02), e o radical hidroxila (HO?). O o6xido nitrico (NO) é o principal representante das
espécies reativas de nitrogénio (ERNS) que apresenta efeitos deletérios sobre os neurdnios.
Embora todos os tecidos possam ser prejudicados com o estresse oxidativo, o cérebro devido
as suas altas demandas de oxigénio parece ser particularmente mais suscetivel (LI et al, 2013;
TAN et al., 2018;SINGH et al, 2019).

O 6xido nitrico (NO) é encontrado em grandes quantidades nas células, e no espaco
extracelular em torno dos neurbnios dopaminérgicos. Ele age inibindo vérias enzimas do
complexo | e 1V da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, resultando em niveis
elevados de EROs. Além disso, dificulta a funcdo das proteinas ao formar S-nitrosotidis,
medeia a peroxidacdo lipidica, causando um efeito de deterioracdo nos cérebros de pacientes
com DP. Estudos imuno-histoquimicos em tecido cerebral post mortem estabeleceram o papel
do NO na Doencga de Parkinson, ao mostrar niveis elevados de iNOS e nNOS em estruturas
dos ganglios da base (SING et al., 2019).

A Figura 3 mostra a formacado do radical NO', o qual é formado pelas enzimas Oxido
Nitrico sintases (NOS). Em excesso, 0 NO' pode inibir a citocromo oxidase, induzindo ao
aumento de vazamento de elétrons e formacdo de superéxido, pode também reagir com O,
formando peroxinitrito (ONOQO"), a geracdo de peroxinitrito in vivo pode levar a oxidagéo e
nitracdo de lipidios, DNA e proteinas. Por outro lado o H,O, é eliminado pelas enzimas
catalase, glutationa peroxidase e peroxirredoxinas, as quais atuam em conjunto com as SODs,
a catalase dismuta H,O, a agua e oxigénio. A glutationa peroxidase (GPx) remove H,0; pela
oxidacao de glutationa (GSH) ao dimero GSSG. Este processo € complementado pela enzima
glutationa redutase (GR), a qual recicla GSSG a GSH. Ja as peroxirredoxinas (Prx) utilizam a
proteina tiorredoxina (Trx) (a qual contém dois grupos tiois) como substrato. A tiorredoxina
redutase (TrxR), converte a tiorredoxina oxidada de volta a sua forma reduzida (BARBOSA,;
DE MEDEIROS; AUGUSTO, 2006).
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Figura 3 - Esquema das reagdes e enzimas envolvidas na formacéao de espécies
reativas de oxigénio/nitrogénio e sistemas antioxidantes.
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Fonte: Adaptado de Barbosa; De Medeiros; Augusto ( 2006).

NOS: NO sintetase; SOD: superdxido dismutase; GPx: glutationa peroxidase; Prx: peroxirredoxinas;, GR:
glutationa redutase; TrxR: tiorredoxina redutase; Trx: tiorredoxina; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa
oxidada (dimero).

Os neurbnios dopaminérgicos sdo particularmente expostos ao estresse oxidativo
através do metabolismo da dopamina ao originar um numero de moléculas potencialmente
toxicas, que se ndo forem removidas adequadamente, formam espécies toxicas de dopamina-
Quinona, radicais superoxidos e peréxido de hidrogénio. Esse ambiente toxico juntamente
com a inflamacdo podem levar a neurodegeneracdo e progressdo da doencga. Outra forma que
expde 0s neurbnios dopaminérgicos ao estresse oxidativo é a desminacdo da dopamina pela
monoamina oxidase (MAO) no metabolito ndo téxico 3,4-di-hidroxifenilacético (DOPAC) e
peréxido de hidrogénio (ORTIZ et al., 2017). Portanto, 0 metabolismo da dopamina pode

ativar cascatas que culminam na morte neuronal, como mostra a Figura 4.
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Figura 4 - O metabolismo da Dopamina na progressdo da Doenca de Parkinson
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Fonte: Adaptado de Ortiz et al. (2017).

Outras evidéncias que dao suporte ao envolvimento de estresse oxidativo na
patogénese da DP sdo as alteragcdes na quantidade de ferro presentes no cérebro. O ferro € um
elemento importante para quase todos os tipos de células, incluindo células cerebrais, mas seu
excesso depositado no cerebro e alteracbes no seu metabolismo contribuem para o
desenvolvimento de muitas doengas. O fon ferro na forma de ferro férrico (Fe **) e ferro
ferroso (Fe?*) podem reagir com superéxido e peréxido de hidrogénio respectivamente, em
uma reacdo em cadeia e gerar o radical livre hidroxila altamente reativo, que junto com a
oxidacao da dopamina pode desencadear neurotoxicidade. No envelhecimento e em processos
degenerativos, como a DP, ha uma deposicao progressiva anormal de ferro e aumento da sua
concentracdo na forma livre na SNpc (DIAS; JUNN; MOURADIAN, 2013)

InvestigacBes post-mortem em pacientes com DP foram observados niveis aumentados

de ferro e célcio, niveis reduzidos de glutationa reduzida (GSH) e funcdo mitocondrial
prejudicada (JENNER, 1998; VERMA; NEHRU, 2009).
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Para tentar combater esses efeitos deletérios, as células possuem um sistema de defesa
antioxidante, que através de varios mecanismos, removem os radicais livres e reduz o grau de
lesdo. Os antioxidantes podem ser divididos em duas classes: A classe de antioxidante com
atividade enzimética e as ndo enzimaticos. Os enzimaticos sdo 0s compostos capazes de
bloquear a iniciacdo da oxidacdo, ou seja, estimular as enzimas que removem as espécies
reativas ao oxigénio, a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa
peroxidase (GPXx), sdo as principais desta classe. Por outro lado, as moléculas que interagem
com as espécies radicalares e sdo consumidas durante a reacéo, sdo as ndo-enzimaticos, nesta
classe estdo, as vitaminas A, C e E, o ferro e o cobre (WU; FANG; YANG, 2002; LI et al.,
2013; GASCHLER; STOCKWELL, 2017).

A disfuncdo mitocondrial também tem sido sugerida na patogénese da DP h& muito
tempo. Varios grupos de investigacdo citam uma diminuicdo da atividade do complexo | da
cadeia respiratoria mitocondrial na substancia nigra de pacientes com a doenca de Parkinson.
(PERFEITO; REGO, 2012)

A disfungdo mitocondrial é caracterizada principalmente pela geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), diminuicdo da atividade da enzima do complexo mitocondrial I,
liberacdo do citocromo-c, deplecdo de ATP e ativacdo da apoptose. A deficiéncia do
complexo mitocondrial provoca insuficiéncia respiratoria mitocondrial que contribui para a
lesdo neuronal e consequente morte neuronal progressiva na DP (WERNECK, 2010; MOON,;
PAEK, 2015).

2.3 Neuroinflamacéo na Doenca de Parkinson

varias linhas de evidéncia apoiam um papel da neuroinflamacao na fisiopatologia da
DP (BASSANI; VITAL; RAUH, 2015). Neuroinflamacdo refere-se aos processos
inflamatérios que ocorrem no Sistema Nervoso Central (SNC), e envolvem o sistema
imunoldgico inato e adaptativo, que podem induzir efeitos benéficos ou nocivos. Na doenca

de Parkinson, a neuroinflamacdo e a ativacdo da microglia (microgliose) sdo consideradas
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caracteristicas neuropatoldgicas, porém seu papel preciso em relacdo a progressdo da doenca
ainda ndo é claro (GELDERS; BAEKELANDT; VAN DER PERREN, 2018).

Microglia sdo as células imunes do Sistema Nervoso Central, responsaveis pela
homeostase cerebral. Na auséncia de qualquer estimulo, a microglia encontra-se em seu
estado de repouso, mas ao ocorrer algum dano cerebral, elas sofrem alteracbes morfoldgicas e
funcionais e tornam-se ativas. Micrdglias ativadas cronicamente secretam altos niveis de
mediadores pré-inflamatérios que danificam os neurbnios, ativando-as ainda mais,
promovendo mais inflamagdo e neurodegeneragdo (COLLINS et al., 2012; RANSOHOFF,
2016; JOERS et al.,2016; GELDERS; BAEKELANDT; VAN DER PERREN, 2018) Vaérios
estimulos podem ativar a microglia na doenca de Parkinson, séo eles, agregado a - sinucleina,
toxinas tais como MPTP, 6 - OHDA, LPS, rotenona, paraquat, pesticidas, entre outros
(ORTIZ et al.,2017).

Ensaios imuno-histoquimicos realizados em tecido cerebral post mortem de pacientes
com DP, evidenciaram a presenca de microglia ativada expressando citocinas inflamatdrias
(interleucinas) e enzimas associadas a inflamacéo, como a isoforma induzivel de éxido nitrico
sintase (iNOS) e ciclooxigenase-2 (COX-2) (KNOTT; STERN; WILKIN, 2000).

Além da microglia, também foi constatado que os astrocitos participam da
neuropatologia da DP (DAMIER, et al.,1993). Os astrocitos sdo as células gliais mais
abundantes no SNC e sua funcéo é fornecer suporte estrutural e metabdlico aos neurénios,
aléem de exercer um papel crucial na producdo de antioxidantes e na desintoxicacdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS / RNS). Porém, a presenca do estresse e da
inflamacédo celulares induzem astrogliose reativa, com producdo de ERO / RNS astrocitica
que levam ao estresse oxidativo / nitrosativo e consequentemente a patogénese da DP.
(RIZOR et al.,2019)

As células microgliais e astrogliais sdo ativadas durante a patogénese da doenca de
Parkinson, sob a influéncia de varios estimulos pro-inflamatérios, incluindo a- sinucleina, o
sistema complemento e citocinas liberadas pelas células T infiltradas. Ao serem ativadas as

células microgliais e astrogliais liberam ainda mais mediadores neuroinflamatérios, incluindo
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Oxido Nitrico, cicloxigenase -2 (COX-2), Interferon - gama (IFN- y), Fator de Necrose
Tumoral alfa (TNF- «), Interleucina-1-beta (IL-1 B) e Interleucina -6 (IL-6), quimiocinas
incluindo Proteina Quimiotatica-Mondcito-lalfa (PQM-1 «), proteina inflamatéria de
microfagos alfa (PIM- «) e Membrana do Complexo de Ataque (MAC), que tém efeito
deletério na sobrevivéncia neuronal, como ilustra a figura 5 (MORE et al., 2013).

Figura 5 - Mediadores da neuroinflamacé@o na Doenga de Parkinson
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Fonte: Adapatada de More et al., 2013.

ON: éxido nitrico, COX-2: ciclooxigenase -2, INF- y : interferon- y , TNF- a : fator de necrose tumoral alfa , IL-
1 B: interleucina-1 beta, IL-6: interleucina-6, PQM-1 o : proteina quimiotatica-mondcito-1, PIM- a : proteina
inflamatoria de micréfagos, IL-8: interleucina-8, MAC: membrana do complexo de ataque, a- sin: a- sinucleina,
MPM: metaloproteina da matriz, BHE: barreira Hemato Encefalica, C3a: componente complemento 3a e C4a:
componente complemento 4a.

2.4 Tratamento da Doenca de Parkinson

A introducdo do conceito de terapia de reposi¢do da dopamina para o tratamento da

DP ja existe ha mais de cinquenta anos, mas a doenca continua sendo um distdrbio

29



neurolégico incuravel (SCHLOSSMACHER, et al., 2017). As opcdes farmacoldgicas atuais
ndo sdo capazes de interromper o curso da doenca nem evitd-la, consiste basicamente na
reposicao de dopamina, inibicdo de sua degradacdo ou no uso de agonistas dopaminérgico que
tem a finalidade controlar os sintomas, mantendo o portador com autonomia, independéncia
funcional e equilibrio psicolégico (GONCALVES; ALVAREZ; ARRUDA, 2007).

A levodopa, um pré-farmaco da dopamina, foi introduzida na pratica clinica no
tratamento da DP na década de 1960. A levodopa € convertida em dopamina e corrige,
teoricamente, o defeito bioquimico da DP. Ela é absorvida no trato gastrointestinal e
distribuida para outros tecidos (AZEVEDO; CARDOSO, 2009).

A levodopa é utilizada em combinagdo com a carbidopa, um inibidor periférico da
dopa descarboxilase. Essa associacdo tem a finalidade de aumentar a biodisponibilidade da
levodopa, reduzindo assim a necessidade de aumentar a dosagem. Esta combinacdo é eficaz
no controle dos sintomas motores nos estagios iniciais da DP, mas a medida que a doenca
progride a levodopa, causa em 10% dos pacientes complicagdes motoras como discinesias e
flutuacbes motoras, estas ultimas conhecidas com fendmeno on-off ou “liga/desliga”
(PAIXAO et al., 2013; DEMAAGD; PHILIP, 2015).

A levodopa é transportada na circulacdo periférica atravessando a barreira
hematoencefalica onde é posteriormente convertida em dopamina. Os inibidores da dopa-
descarboxilase (DDCIs) e os inibidores da catecol-orto-metil-transferase (COMTIS) previnem
a degradacdo da levodopa a nivel periférico. Agonistas dopaminérgicos e inibidores da
monoaminoxidase B (MAOBIs) promovem efeitos dopaminérgicos. Os anticolinérgicos irdo
atuar em receptores de outros neurotransmissores no estriado como mostra a figura 6
(CONNOLLY; LANG, 2014).

Além da levodopa, drogas que sao prescritas atualmente no tratamento da DP incluem
agonistas dos receptores de DA, tais como, selegilina (inibidor de MAO-B), amantadina (anti-
viral com influéncia na sintese da DA), inibidores de catecol-O-metil transferase (COMT) e
anticolinérgicos (NAGATSU; SAWADA, 2009).
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Figura 6 - FArmacos utilizados no Tratamento da Doenca de Parkinson
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Fonte: Adaptado de Connolly e Lang,( 2014)

COMTIs: Inibidores da Catecol-Orto-Metil-Transferase; DDCIs: Inibidores da Dopa-DesCarboxilase; MAOBISs:
linibidores da MonoAminOxidase B

Somado ao tratamento farmacoldgico, faz-se necessario o acompanhamento de
profissionais, como fisioterapeutas, psicdlogos, fonoaudidlogos, nutricionistas, e o
permanente acompanhamento de um neurologista, constituindo um tratamento
multidisciplinar, que ajudara os portadores a manterem uma melhor qualidade de vida
(STEIDL; ZIEGLER; FERREIRA, 2007).

Os tratamentos disponiveis atualmente para DP ndo alteram a progressdo nem o

processo neurodegenerativo. Portanto, faz-se necessaria a descoberta de estratégias

neuroprotetoras para diminuir ou parar a progressao da doenca.
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2.5 Modelos de Doenga de Parkinson in vivo

Ao longo dos anos, diversos modelos experimentais de DP foram desenvolvidos e
aplicados em vérias espécies, e, dentre os "classicos", destacam-se o por 6-hidroxi-dopamina
(6-OHDA) e por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina — MPTP (SCHOBER, 2004).

A 6-OHDA, é um anélogo hidrolizado da dopamina, que ndo atravessa a barreira
hematoencefalica, por isso ela é injetada diretamente no Sistema Nervoso Central,
especificamente no estriado. O resultado de sua captagdo pelos transportadores
noradrenérgicos e dopaminérgicos é a destruicdo de forma seletiva dos sistemas
catecolaminérgicos e perda de neurdnios dopaminérgicos, parecida com a da DP, que se inicia
logo apés a injecdo, tornando-se estavel apds duas semanas. A 6-OHDA é um composto
muito instavel, que é facilmente oxidado para produzir espécies reativas de oxigénio, que
poderdo causar a morte dos neuronios dopaminergicos por apoptose (PERFEITO; REGO,
2012).

No interior dos neurénios a 60HDA sofre degradacdo enzimatica pela Monoanina-
oxidase A e auto-oxidacao, gerando diversas especies reativas citotoxicas que levam a injdria
neuronal ao danificar proteinas e &cidos nucleicos, podendo ainda causar neurotoxicidade
através da disfuncdo do complexo mitocondrial I (SIMOLA et al.,, 2007). O modelo
experimental induzido pela 6-OHDA é o modelo animal que mais se assemelha a doenca
humana, ja que gera uma lenta evolucdo dos sintomas e parece ser mais adequado para

estudos que foquem estratégias terapéuticas (TORRAO et al.,2012)

O modelo de Doenca de Parkinson induzido por MPTP tem contribuido para o estudo
da morte celular presente na DP. Quando administrado em animais, o MPTP atravessa a
barreira hematoencefalica e € convertido, principalmente nas células da glia, na sua forma
efetiva, o 1- metil-4fenilpiridinio (MPP+), pela acdo da MAO-B (CHIBA; TREVOR,;
CASTAGNOLI JUNIOR, 1984). Apbs a receptacdo, o MPP+ acumula-se nas células
dopaminérgicas e inibe a atividade da organela, reduzindo os niveis celulares de ATP e

consequentemente a morte celular.
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A Figura 7 representa de forma esquematica os modelos experimentais usados para
induzir a DP e os mecanismos de acdo das principais neurotoxinas utilizadas, MPTP, 6-
OHDA, maneb e rotenona. MPTP é convertido em MPP +, apds o qual entra o neurbnio
dopaminérgico pelo transportador de dopamina (DAT), mesmo transportador utilizado pela 6-
OHDA. Paraquat entra o neurénio por um transportador dependente de Sodio (transportador
Na-dep) e rotenona e manebe atravessam a membrana celular por difusdo. Uma vez dentro da
célula, todas as neurotoxinas inibem o complexo mitocondrial 1 ou Ill, prejudicando a
respiracdo mitocondrial. Eventualmente isso leva a uma diminui¢do do ATP e a um aumento
nas espécies reativas de oxigénio (ERO), resultando finalmente na morte celular
dopaminérgica (DOUNA et al., 2012).0 LPS ativa celulas microgliais para estimular a
liberacdo de mediadores inflamatérios, que por sua vez produzem espécies reativas de
nitrogénio (ERN) e a inibicdo da atividade do proteassoma permite a formacdo de proteinas
danificadas que, por danos no DNA (ndo demonstradas por clareza), e outros processos
podem levar a morte celular (DUTY; JENNER, 2011)

Figura 7 — Modelos Experimentais da Doenga de Parkinson
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Fonte: Adaptado de Duty e Jenner (2011)

6-OHDA: 6 -hidroxi-dopamina; MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina; LPS: Lipopolissacarideo
* Indica os agentes que sdo administrados diretamente no cérebro; todos os outros agentes sdo de uso
sistémico.Com excecdo da manebe, todas as toxinas mitocondriais inibem principalmente o complexo I.
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2.6 Spirulina platensis

A microalga Spirulina, também chamada de Arthrospira, pertence ao reino Bactéria,
divisdo Cianobactéria, classe Cyanophyceae, ordem Oscillatoriaceae e familia Phormidiaceae.
H& um grande nimero de espécies desta microalga, porém trés se destacam. Sdo elas:
Spirulina platensis (Arthrospira platensis), Spirulina méxima (Arthrospira maxima) e
Spirulina fusiformis (Arthrospira fusiforme), por ser comestiveis e apresentar altos valores
nutricionais e potenciais terapéuticos. (RANGEL-YAGUI et al., 2004). A figura 8 representa

a composicdo nutricional da Spirulina.

Figura 8 - Composi¢cao Nutricional da Spirulina
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A Spirulina vem sendo utilizada na alimentagdo h& muitos anos, devido seu alto
contetido proteico, alta digestibilidade e sua composicéo de aminoacidos essenciais. Refeicdes
contendo Spirulina ocorrem h& séculos, indios como Kanembous e Astecas preparavam
misturas com esta microalga, consumindo habitualmente. Os Kanembous e os astecas colhiam
quando as mesmas se aglomeravam nas margens dos lagos, e as secavam-nas ao sol e,
moldavam-nas em pequenos tabletes. (PINERO ESTRADA; BERMEJO BESCOS; VILLAR
DEL FRESNO, 2001).

A OMS classificou a Spirulina como um superalimento, devido ao seu alto teor
nutritivo, principalmente proteico. A NASA a considera um excelente alimento para viagens
espaciais, pois basta uma pequena quantidade para fornecer uma variedade de nutrientes. E
considerada um alimento nutracéutico com efeitos benéficos a saude, atuando na prevencao
ou controle da hipercolesterolemia, certas doencas inflamatorias, alergias, cancer, toxicidade
ambiental e toxicidade induzida por drogas, infecgdes virais, doengas cardiovasculares,
diabetes dentre outras (KARKOS et al.,2008; KHAN, BHADOURIA, BISEN, 2005;
KULSHRESHTHA et al., 2008).

A Spirulina é legalmente autorizada como complemento alimentar, nos USA pelo FDA
na Europa e no Japdo. No Brasil, a ANVISA permite sua comercializacdo, desde que 0s
componentes do produto final estejam devidamente registrados. A Spirulina platensis €
considerada uma das fontes naturais mais ricas e completas para a nutricdo organica
(LUPATINI et al., 2016).

O estresse oxidativo, alteracbes no sistema imune, e inflamacdo cronica estdo
causalmente ligadas a patogénese de varias doencas, tais como, as doencas metabdlicas
induzidas pela obesidade, como a resisténcia a insulina, diabetes tipo 2, doenca cardiovascular
e doencas ligadas ao envelhecimento. Assim, os efeitos antioxidantes, imunomoduladores e

anti-inflamatorios da Spirulina enfatizam sua importancia na dieta humana (WU et al., 2016).
Deng e Chow (2010) descreveram alguns beneficios terapéuticos da Spirulina em uma

variedade de doencas, como, hipercolesterolemia, hiperglicerolemia, doencas

cardiovasculares, doencas inflamatdrias, cancer e infeccdes virais. Estudos pré-clinicos com
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varios modelos demonstraram consistentemente a atividade hipolipidémica da Spirulina, com
reducdo do colesterol sérico total, LDL e VLDL, outros estudos demonstraram os efeitos

benéficos no perfil lipidico, como aumento do HDL e reducdo nos niveis de triglicerideos.

Em estudos clinicos realizado com 36 voluntarios saudaveis de ambos os sexos, e idades
variando entre 18 e 65 anos, ingerindo 4.5 g de Spirulina por dia, durante seis semanas,
mostraram que a Spirulina apresentou efeito hipolipemiante, ao reduzir os niveis de colesterol
total e trigliceridios em 10 e 28%, respectivamente, e aumento no colesterol HDL em 15% e
reducdo significativa do colesterol LDL. Paralelamente a esses paramentos houve reducdo da
pressao arterial (sistélica e diastolica) (TORRES-DURAN, FERREIRA-HERMOSILLO,
JUAREZ-OROPEZA, 2007).

Efeitos hipolipemiante e hipoglicemiante foram também demonstrados em estudos
clinicos com vinte e cinco pacientes com DM2. Os pacientes receberam uma dose de 2 g/dia
de Spirulina, durante dois meses, e 0 grupo controle ndo recebeu nenhuma intervencdo. No
final do estudo, pacientes que consumiram a Spirulina apresentaram reducdo nos niveis de
colesterol total sérico e na fracdo LDL; o HDL manteve-se ligeiramente aumentado. Houve
também uma reducdo significativa nos niveis de triglicérides e de glicemia (em jejum e pos-
prandial). Os niveis de apolipoproteina B mostram queda significativa com concomitante
aumento do nivel de apolipoproteina Al, no grupo controle. Os autores concluiram que, em
pacientes com DM2, a Spirulina parece exercer efeitos hipolipidémico e hipoglicemiante
(PARIKH; MANI; IYER, 2001).

O envelhecimento € outro fator que predispde ao aumento nos niveis de colesterol total
e LDL. Assim sendo, foram realizados alguns estudos clinicos para investigar os efeitos
terapéuticos da Spirulina na populacdo idosa. Os dados obtidos nesses ensaios corroboram
entre si que o suplemento de Spirulina € benéfico para o gerenciamento de alteracGes

induzidas pelo envelhecimento no perfil lipidico na populacdo idosa. (DENG; CHOW, 2010)
Os efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios da Spirulina sdo atribuidos

principalmente & presenca de, ficocianina, pB-caroteno, tocoferol, acido y-linolénico e

compostos fendlicos. A ficocianina tem a capacidade de eliminar os radicais livres, incluindo
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os radicais alcoxil, hidroxil e peroxil. Diminui a producdo de nitrito, inibe a peroxidagédo
lipidica e suprime a expressdo indutivel de 6xido nitrico sintase (iNOS) (DENG; CHOW,
2010).

Evidéncias indicam que polissacarideos obtidos de S. platensis exercem efeito
neuroprotetor contra morte neuronal, induzida por MPTP em neurénios dopaminérgicos, e
provavelmente esse efeito se deve as suas propriedades antioxidantes. (ZHANG et al., 2015).
Garbuzova-Davis e Bickford (2010) mostraram que a suplementagdo nutricional com
Spirulina tem papel neuroprotetor em neurénios motores, avaliada em modelo de esclerose
lateral amiotréfica, em camundongos. O efeito neuroprotetor de S. maxima, outra espécie de
Spirulina, foi mostrado em modelo neurotdxico causado pela 6-OHDA, em corpo estriado de
ratos e, segundo 0s autores, essa neuroprotecdo esta associada ao efeito antioxidante da droga
(TOBON-VELASCO et al., 2013). A neuroprotecio da S. platensis também foi demonstrada,
contra a morte neuronal induzida por acido cainico sendo mais uma vez, associada a
propriedade antioxidante da Spirulina (PEREZ-JUAREZ et al., 2016).

Recententemente foi realizado um trabalho utilizando o extrato aquoso de Spirulina
platensis em modelo de doenga de Parkinson, induzida pela 6-OHDA (LIMA et al., 2017), e
foi demonstrado que o extrato apresentou efeito neuroprotetor ao reduzir o comportamento
rotacional induzido pela apomorfina, aumentar nos niveis de DA e metabdlitos; diminuir o
estresse oxidativo; aumentar as imunomarcacOes para o transportador de DA e Tirosina
Hidroxilase e diminuir a neuroinflamagdo evidenciada pela imunomarcagdo para iNOS, tais
efeitos foram relacionados a suas propriedades anti-inflamatdria e antioxidante da Spirulina

platensis.
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2.7 Fracéo Proteica da Spirulina platensis

Do ponto de vista nutricional, € importante uma dieta com composi¢cdo proteica
balanceada e presenga de lipidios, minerais e vitaminas. A Spirulina é rica em proteinas,
vitaminas, minerais e muitos produtos biolégicos de alta qualidade. O elevado teor proteico da
Spirulina e rapido crescimento em ambientes minerais tém atraido a atencdo de pesquisadores
e empresarios no mundo todo (DEMIR; TUKEL, 2010).

A maior parte das proteinas consumidas pelos seres humanos é de origem animal e
vegetal, sendo o restante destacadas como fontes proteicas ndo convencionais, as quais podem
ser obtidas de microrganismos cultivados em meios de cultivo variados. As proteinas
desempenham diversas func¢des bioldgicas, e isso ndo seria possivel sem a complexidade de
sua composicdo e suas diferentes formas estruturais tridimensionais (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010).

A utilizacdo de proteinas é determinada pela digestibilidade, isto é, pelo valor do NPU
(net protein utilization). O NPU corresponde a relagéo entre os aminoacidos convertidos em
proteinas e os aminoacidos totais. Diferentemente de outros microrganismos considerados
como fontes de proteina, a Spirulina ndo possui celulose em sua parede celular, mas apenas
um fragil “envelope” de mureina. Isto explica a alta digestibilidade das proteinas da

Spirulina (83-90%) e favorece 0 maior aproveitamento dos nutrientes (HABIB et al.,2008)

As proteinas sdo constituintes importantes dos alimentos podendo perfazer até 40 a
50% de sua composicdo, considerada em base seca. Sua importancia nos alimentos esta na
composicao, propriedades nutritivas, fisico-quimicas, tecnoldgicas, funcionais e fisioldgicas.
O consumo dessas proteinas tanto nas formas de concentrados como isolados proteicos
evidenciam propriedades muito favoraveis a saude no sentido de diminuir o risco de doencas
infecciosas e crénicas e/ou degenerativas (SGARBIERI, 1996; SGARBIERI, 2004)

As recentes descobertas nas areas da bioquimica nutricional e biomédica contribuiram

para desvendar as complexas relacdes existentes entre a nutricdo e a incidéncia de varias

doencas, indicando que proteinas contidas nos alimentos e peptidios delas derivados podem
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desempenhar fungdes importantes na prevencdo ou no controle de algumas condi¢des
patoldgicas. Alguns dos agentes funcionais derivados destes nutrientes sdo importantes na
melhoria da salde, na promoc¢do do bem estar e no aumento da longevidade (SGARBIERI et
al., 2000).

A deficiéncia de proteinas na nutricdo humana € uma grande preocupacgdo para paises
em desenvolvimento; portanto, é necessario diversificar as fontes de proteinas e desenvolver
novas fontes ndo convencionais. O alto teor de proteina de varias espécies de microalgas é
uma das principais razdes para considera-las uma fonte ndo convencional no fornecimento
desse nutriente e a Spirulina platensis se destaca por ser uma das fontes mais ricas em
proteinas de origem microbiana, com niveis de proteina semelhantes ao encontrado na carne e
na soja (LUPATINI et al.,2017)

Dentre essas proteinas encontram-se as biliproteinas, que sdo complexos formados
entre as proteinas e corantes, como a aloficocianina e em especial a c-ficocianina, pigmento

azul soluvel em agua que pode chegar a mais de 20% da fracdo proteica.

A ficocianina € um tipo de proteina assistente fotossintética que pode capturar com
eficiéncia a energia luminosa, pertence a familia das ficobiliproteinas e é caracterizada por
uma cor azul profunda e intensa, apresenta grande importancia como corante natural e ha
estudos que relatam que ela apresenta propriedades terapéuticas, com potencial de atuar como
medicamento em uma ampla gama de aplicacdes clinicas, tais como, anti-cancer, anti-
oxidacao, citotoxicidade fotoinduzida, e estimulando o sistema imunoldégico (JIANG et al.,
2017) Ha estudos que relatam que ela possui 20 vezes mais atividade antioxidante que o acido
ascérbico, sendo aplicada como anti-inflamatoria e hepatoprotetora (SANTIAGO-SANTOS,
2004).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1  Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com peso variando entre 250-300g, mantidos
em caixa de polipropileno com no maximo seis animais, a temperatura média de 24 + 2°C, em
ciclos de alternancia claro/escuro de doze horas, recebendo racdo padrdo e agua ad libitum.
Sendo utilizados cerca de 14 animais por grupo.

No que se refere aos cuidados com os animais, este estudo seguiu 0s principios éticos
de experimentacéo animal. O protocolo experimental foi encaminhado ao Comité de Etica em
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Estacio de Juazeiro do Norte, e 0s
experimentos realizados de acordo com as normas internacionais de uso de animais em

experimentacdo, sob o nimero 2018.01.12.

3.2  Drogas e Reagentes

As drogas utilizadas foram: 6-hidrodopamina (Sigma-Aldrich, USA), apomorfina
(Sigma-Aldrich, USA), cloridrato de ketamina (Vetanarcol®, Laboratdrio Konig S/A),
cloridrato de xilazina (Kensol®, Laboratorio Kénig S/A), Os demais reagentes foram de grau

analitico.

3.3  Cultivo de Spirulina platensis (Sp)

O indculo veio da Antenna Technologies Foundation (Geneve, Suica), onde foi
identificada anteriormente. Recebido como presente do Dr. Denis von der Weid, foi cultivado
em laboratdrio, utilizando a midia Zarrouk, e arejado com uma iluminacdo de 3000 Ix por um
periodo de 12 horas. Parametros fisicos, quimicos e microbiolégicos foram sempre
determinados, com um procedimento com o objetivo de controlar a intensidade da luz e
diminuir a taxa de evaporacdo. Apés a filtracdo, o material foi pesado para determinacdo da
biomassa Umida e submetido a dessecacdo por 5 h. O material seco foi pesado novamente

para medir a biomassa seca e, em seguida, mantido a -20 ° C até o uso (LIMA et al.,2017).
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3.4  Teor total de proteinas do extrato aquoso de S. platensis

A quantificacdo das proteinas totais foi determinada por ensaio colorimétrico usando
um kit de determinacdo de proteinas DC da Bio Rad (Califérnia, EUA). As amostras (5 pL de
extrato de S. platensis ) foram transferidas para uma placa de 96 pocos, seguida pela adicdo de
25 uL de reagente A (tartarato de cobre alcalino) e 200 pL de reagente B (Folin) a cada pocgo,
protegidos da luz .). Apds 15 minutos em repouso a temperatura ambiente (25 ° C) no escuro,
a proteina total foi quantificada espectrofotometricamente a 750 nm em um leitor de
microplacas. A curva de calibragdo para a determinacdo de proteinas foi preparada utilizando
albumina sérica bovina (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0 mg / mL). Os resultados mostraram
455 mg / g (45,5%) de proteina total na solucdo aquosa do extrato de S. platensis. (LIMA et
al.,2017).

3.5  Extracgdo da Fracéo Proteica de Spirulina platensis

A extracdo de proteinas de Arthrospira platensis (sinonimia: Spirulina platensis) foi
realizada em tampéao Tris-HCI 100 mM, pH 8,5 a 4 °C. Para isso, uma amostra seca da
cianobactéria foi ressuspendida na proporcdo 1:10 (p/v) e submetida a sonicacdo (60Hz, 55
W) por 30 minutos em temperatura ambiente. O material sonicado foi centrifugado por 30
minutos a 4 °C, 10.000 x g. Em seguida, o sobrenadante contendo proteinas soliveis foi
coletado e dialisado contra agua destilada (cut off 12 kDa) e, entdo, considerado extrato
proteico bruto de Spirulina platensis (do inglés: SpCE). A quantificacdo de proteinas de SpCE
dialisado foi estimada por espectrofotometria pelo método de Bradford (1976) utilizando a
albumina sérica bovina como padrdo. Apos a extracdo e didlise, SpCE foi liofilizado e
armazenado a -20°C até os testes experimentais. A solucdo foi preparada misturando o

liofilizado da FPS em &gua destilada.

3.6 Protocolo experimental da Doenca de Parkinson

Utilizou-se a Fragdo Proteica da Spirulina nas doses de 5 e 10 mg/kg por via oral
durante 14 dias ap6s a injecdo estereotaxica de 6-OHDA. Os grupos e protocolos

experimentais podem ser vistos na Figura 9 e Quadro 1, respectivamente. O protocolo de
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tratamento foi definido a partir de testes que avaliaram a atividade anti-inflamatéria a nivel
periférico (edema de pata e formalina), nas doses de 5,10 e 25 mg/Kg e estudos realizados
anteriormente com o extrato da Spirulina platensis nas doses de 25 e 50mg/Kg.

Figura 9 - Representacdo do protocolo experimental utilizado para avaliacdo do efeito
da FPS na Doenca de Parkinson

Tratamento de 14 dias
consecutivos

(‘ :)
Cirurgia Testes
estereotaxica comportamentais

i

Testes Neuroquimicos
e Analises
Imunohistoquimica

Fonte: LOPES (2020).

Quadro 1. Protocolo de tratamento experimental

Grupos Tratamentos
1.Falso Operado (FO) Salina 2 L, intraestriatal + veiculo v.o 14 dias
2.Controle (6-OHDA) 6-OHDA 12pug/2uL intraestriatal + veiculo v.o 14
dias

3.6-OHDA + Fragdo Proteica | 6-OHDA 12pg/2uL intraestriatal + FPSp 5 mg/Kg
de Spirulina platensis (FPS5) | v.o 14 dias

4.6-OHDA + Fracdo Proteica | 6-OHDA 12pug/2uL intraestriatal + FPSp 10 mg/Kg
de Spirulina platensis (FPS10) | v.o 14 dias
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3.7 Cirurgia Estereotaxica: Injecdo estereotaxica unilateral com 6-OHDA

Os animais foram anestesiados com ketamina na dose de 100 mg/kg (i.p.), em
associacdo com o cloridrato de xilazina & 2% na dose de 9 mg/kg (i.p.), submetidos a
tricotomia da porgdo superior da cabeca e imobilizados no aparelho de estereotaxia pelas
barras auriculares, introduzidas no conduto auditivo externo. Uma incisdo longitudinal e
mediana na pele do cranio foi realizada com uma tesoura pequena, expondo-se as suturas
Gsseas cranianas, com o objetivo de localizar o Bregma (juncdo entre as suturas saginal e
coronal), de acordo com o atlas (PAXINOS; WATSON, 1986).

Foi calculado o ponto de implante a partir do Bregma, seguindo as coordenadas dos
eixos ortogonais: Anteroposterior (AP), Latero-Lateral (LL) e Dorso-Ventral (DV). Os pontos

foram obtidos através das seguintes coordenadas:

Quadro 2. Eixos ortogonais para localizacao do corpo estriado direito em ratos.

AP LL DV
Ponto 1 +0,5 -2,5 -5,0
Ponto 2 -0,5 -3,7 -6,5

Fonte: Paxinos e Watson (1986)

Ao encontrar os pontos desejados, foi realizado um orificio com o auxilio de uma
broca de dentista em cada local de referéncia. A seguir, com uma microseringa Hamilton, com
capacidade de 5uL, foi injetado 1uL da solugdo de 6-OHDA na concentragdo de 12pug/2ul,
sendo 6pg/1ul em cada ponto de infusdo. Para assegurar que o seu conteudo fosse injetado
corretamente, a microseringa permaneceu nos locais da aplicagdo por cinco minutos e depois
foi cuidadosamente retirada. Os animais Falso-Operado (FO) receberam a inje¢ao de 1 pL de
salina em cada local. Apoés as injecGes, 0s animais foram suturados com fio cirargico de nylon
3.0 com pontos simples e devolvidos as gaiolas, para recuperacdo cirdrgica, com livre acesso
a agua e comida (CALOU et al., 2014).
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3.8 Testes Comportamentais

3.8.1 Teste do Campo Aberto (TCA)

O teste do campo aberto permite avaliar a atividade exploratéria e locomotora do
animal, e consiste de uma arena quadrada de madeira, confeccionada artesanalmente medindo
50 x50 cm, tendo o piso dividido em quatro quadrantes iguais. Durante o teste os animais
foram colocados na arena e deixados para explorar o ambiente por 5 (cinco) minutos, foram
registrados o nimero de cruzamentos, com as quatro patas (atividade locomotora espontanea )
e 0 numero de vezes que o animal se levantou para explorar o ambiente, mantendo-se
suspenso apenas pelas patas traseiras, caracterizando o comportamento exploratorio vertical
(rearing). A arena era limpa com alcool a 70% apds cada animal ser retirado, e secado com
papel toalhas, para evitar que o cheiro de urina e fezes interferisse no teste. O ambiente foi
iluminado com luz vermelha. (BROADHURST, 1957)

3.8.2 Teste do Nado Forcado (TNF)

Esse teste € um dos modelos comportamentais mais utilizados para detectar a
efetividade de agentes antidepressivos, por meio do aumento da atividade natatoria do animal
(PORSOLT et al., 1978).

Os animais foram colocados em um cilindro de acrilico (60 cm de altura e 23 cm de
didmetro), contendo 25 cm de agua por 6 (seis) minutos, com o primeiro minuto de adaptacéo
e registrado o tempo de imobilizacdo nos 5 (cinco) minutos posteriores, sendo considerado
“imobilidade” quando o animal realiza apenas os movimentos minimos para manter a cabeca

fora da agua.
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3.8.3 Teste Rotacional Induzido por Apomorfina (TRIA)

A gravidade da deplecdo de dopamina foi avaliada pelo comportamento rotacional
induzido po apomorfina. Este € um teste sensivel para lesdes estriatais com extensdes maiores
que 80%. (DEUMENS et al., 2002).

Esta avaliacdo foi realizada duas semanas apds a lesdo com 6-OHDA, por meio do
monitoramento do nimero de rotacbes completas em volta do proprio eixo, em sentido
contralateral a leséo, induzidos pela apomorfina (3 mg/kg i.p.), sendo, observado durante 60
minutos (KIM et al., 1998).

ApoOs o0s testes comportamentais 0s animais foram submetidos a eutanasia por
decapitacdo em guilhotina para os estudos neuroquimicos (HPLC - High Performance Liquid
Chromatography), determinacgéo da producéo de nitrito e TBARS e imunohistoquimica para
tirosina hidroxilase (TH), Transportador de Dopamina (DAT), Cicloxigenase -2 (COX-2) e

Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS).

3.9 Dissecacao das areas cerebrais (Corpo Estriado, Cértex Pré-Frontal e Hipocampo)

Para a realizacdo dos testes neuroquimicos (estresse oxidativo, dosagem de monoaminas
e seus metabdlitos) foram dissecadas as areas cerebrais: cortex pré-frontal (CPF), hipocampo
(HP) e corpo estriado direito (CED). Os animais foram decapitados com guilhotina (Harvard,
USA), em seguida os encéfalos retirados rapidamente e colocados sobre papel aluminio em
uma placa de gelo. Acompanhando a fissura sagital mediana, a camada cortical cerebral foi
liberada das leptomeninges com uma pinga reta de microdissecacdo que divulsionou o cortex
delicadamente, expondo as areas cerebrais de interesse do estudo (Cortex Pre Frontal,
Hipocampo). Apds pesadas, as areas foram guardadas em eppendorf a -20°C ou depositados
em formol tamponado e, posteriormente, alcool a 70% para o estudo histoldgico. Para analise
imunohistoquimica foi realizado um corte coronal no nivel de hipocampo Giro Denteado
(GD), Corno de Ammon 1 e 3 (CAl e CA3) e Cortex Temporal( CT) ( CALOU,2013).
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3.10 Testes Neuroquimicos

3.10.1 Determinacéo do contetdo de Nitrito

Nesse ensaio 0 reagente de Griess (sulfanilamida 1 %, em H3PO4 1 %, /N-(-1-
naphthyl)-ethylenediamine 0,1 %/ HsPO4 1 % / diluido em agua (1:1:1:1)) revela a presenca
de nitrito em uma amostra. Em condicOes &cidas, o nitrito reage com a sulfonilamida
formando um composto intermediario, o sal diazénico. Em seguida este sal reage com N-

naftil-etilenodiamina (NEED) formando um azo estavel de coloragdo purpura.

Foram preparados homogenatos das areas cerebrais a 10% (v/v), em solugdo de cloreto
de potassio (KCI) 1,15 %. Apos a centrifugacdo (4000 rpm/10 min), os sobrenadantes séo
coletados e a producdo de NO determinada pela reagdo de Griess. Uma aliquota de 100 pl do
sobrenadante com 100 pl do reagente de Griess sdo mantidos a temperatura ambiente por 10
minutos. A absorbancia foi medida no leitor de Elisa a 570nm. A curva padrdo foi obtida
pesando 7mg de nitrito de sodio (NaNO?2) e dissolvidos em 10 mL de &gua destilada (estoque-
10mM). Foram feitas as diluicdes em série (10 e 20x), ficando 1 mM, 100 uM, 10 uM, 5 uM,
2,5 uM, 1,25 uM, 0,625 uM, 0,312 uM. A concentragdao de nitrito (uM) foi determinada, a
partir da curva padrédo de NaNO, (GREEN et al., 1982).

3.9.2 Determinacéo da Concentracédo de TBARS

A peroxidacao lipidica € uma importante expressdo organica de estresse oxidativo
induzida pela reatividade de radicais livres de oxigénio. O método mais empregado para
determinacdo do malonildialdeido (MDA) em amostras bioldgicas é baseado na sua reacédo
com o acido tiobarbitirico (TBARS). Nesta reacdo duas moléculas de TBARS reagem
estequiometricamente com uma molécula de MDA formando uma solucdo de cor rosa

conforme o método de Draper e Hadely (1990).
Os homogenatos das areas cerebrais (CPF, HP,) foram preparados a 10% em solucéo

de Cloreto de Potassio (KCI) 1,15%. Uma aliquota de 50 pL do homogenato foi misturada a
200 pL da solugao de acido tiobarbittrico 0,6% e 200 puL da solucdo de acido tricloroacético
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10%. Apoés a agitacdo, essa mistura foi mantida no banho- Maria (95-100°C) durante 15
minutos. Em seguida foi resfriada em banho de gelo até voltar a temperatura ambiente,
posteriormente centrifugada (4000 rpm/5 min) e colocados 100 pL em pocinhos para leitura
em Elisa com comprimento de onda de 540 nm. Os resultados foram expressos em pumol de
MDA/g de tecido. A curva foi obtida mediante leitura de varias concentracdes de MDA
padrdo (0,6; 1,2; 2,4; 4,08; 8,16; 16,32 umol).

3.10.3 Determinacéo das concentragcde de Dopamina e DOPAC

Os tecidos cerebrais (corpo estriado direito e esquerdo) foram homogeneizados a 10%
em é&cido perclérico (HCIO,), centrifugados por 30 minutos em centrifuga refrigerada a
14.000 rpm, e filtrados com o auxilio de uma membrana de esteres gs diam. 47 mm e poro
0,22 pm, branca e lisa (milipore), ap6és uma aliquota de 20 pL foi, entdo, injetada no
equipamento de HPLC para a analise quimica. Para a anélise de DA e metabdlitos, uma
coluna CLC-ODS(M) com comprimento de 25 cm, espessura de 4,6 mm e didmetro da
particula de 3 um da Shimadzu-Japéo, foi utilizada. A fase movel utilizada foi composta por
tampao acido citrico 0,163 M, pH 3,0, contendo acido octanosulfénico sodico, 0,69 M (SOS)
e Cloreto de Sddio (NACI), juntamente com acetonitrila 4% v/v e tetrahidrofurano 1,7% v/v.
DA e metabolitos foram eletronicamente identificados através de um detector amperométrico
(Modelo L-ECD-6A da Shimadzu, Japao) pela oxidacdo em um eletrodo de carbono vitreo
fixado em 0,85 V, relativo a um eletrodo de referéncia de Ag-AgCl. Os padrbes foram
preparados em uma concentracédo final de 4 ng/mL de DA e metabolitos (Sigma, MO, EUA).
A partir da altura ou area dos picos desses padrdes, as amostras foram calculadas no programa
Microsoft Excel® em um computador e os resultados obtidos foram transferidos e analisados

no programa Prisma®, expressos em ng/g de tecido. (CALOU, 2014)

3.11 Anélise Imunohistoquimica
Para a realizacdo dos procedimentos imunohistoquimicos os animais foram

decapitados com uma guilhotina (Harvard, USA), Os cérebros foram removidos por inteiro,

depois divididos em dois por um corte coronal com uma lamina. A porcdo do cérebro,
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contendo o Corpo Estriado, Hipocampo e Cortex Total foram preparadas para os testes. Essas
amostras foram acondicionadas em formol tamponado 4% para fixagdo do material e, apds
24h, esta solucdo foi substituida por alcool a 70%.

Os dados das fotomicrografias foram quantificados em densidade éptica (DO) relativa
pelo software ImageJ 1.45s (National Institutes of Health, USA). Foi realizada uma analise
semi-quantitativa de densidade &ptica das imagens digitalizadas dos cortes histoldgicos

imunomarcados.

3.11.1 Imunohistoquimica contra Tirosina Hidroxilase (TH)

A Tirosina Hidroxilase € uma enzima limitante no processo de sintese de DA, que
catalisa a hidroxilacdo de L-tirosina para DOPA, por isso, € um importante marcador
molecular de neurdnios dopaminérgicos. A deteccdo imunohistoquimica foi realizada no
corpo estriado. Para examinar a extensdo da desnervagdo presente na substancia negra, a
imunorreatividade, a TH foi avaliada sobre os lados lesionado Corpo Estriado Direito (CED).
Os cortes foram lavados trés vezes com tampdo fosfato (PBS, pH 7.4), por 5 minutos; o
blogueio da peroxidase enddgena foi feita com peroxido de hidrogénio 0,3% (H202), durante
10 min, e depois lavados com PBS. Em seguida, os cortes foram incubados com o anticorpo
primario (1:200, anti-TH; “antibody produced in mouse”, Santa Cruz) e deixados overnight a
4°C. Apds esse periodo, as laminas foram lavadas 3 (trés) vezes em PBS, por 5 min e, em
seguida, os cortes incubados com o anticorpo secundéario (1:200, goat anti-mouse 1gG, Santa
Cruz) . A revelacéo foi feita com DAB (diaminobenzidina 0,05%, em 0.03% H202) por 5-10
min. Apos lavagem com PBS, os cortes foram cobertos com laminula para posterior exame
(LIMA, 2017).

3.11.2 Imunohistoquimica contra transportador de dopamina (DAT)

DAT é o transportador transmembrana de dopamina gue fica localizado na terminacao

nervosa pré-sinaptica, onde é responsavel por finalizar a atividade de dopamina pela
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recaptacdo pré-sinaptica desse neurotransmissor, ou seja, o0 transporte de dopamina para 0
sitio pré-sinaptico (RACHAKONDA et al., 2004). O procedimento segue 0 mesmo para TH,

sendo o anticorpo anti-DAT, diluido em 1:100.

3.11.3 Imunohistoquimica para COX-2 e iNOS

Pesquisas indicam que os niveis de COX2 e iNOS encontram-se aumentados em
cérebros de pacientes com DP, e isso pode ser reproduzido também no modelo de 6-OHDA.
(LIMA, 2018). Foram realizadas as imunohistoquimicas para COX-2 e iNOS no
hipocampo/cortex dos animais do estudo. Os cortes histoldgicos feitos foram de 3 a 4 um de

espessura e as laminas foram colocadas em estufa a 60°C por 3 horas.

As tecnicas de imunohistoguimica seguiram o0 mesmo protocolo descrito anteriormente.
Os anticorpos primarios anti-COX2 e anti-INOS foram usados na dilui¢cdo 1:200, de acordo

com as instrucdes do fabricante, durante 24 ha 4 ° C.

3.12 Andlises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 7.0. Os dados
que apresentaram uma distribuicdo paramétrica foram analisados pelo teste de Andlise de
Variancia (ANOVA) de uma via seguidos do teste de comparacdes multiplas “t” de Student
Unpaired (post hoc). Os dados que ndo apresentaram uma distribuicdo paramétrica foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparacdes multiplas de
Dunnett (post hoc). Em todas as analises (paramétricas e ndo paramétricas), considerou-se

estatisticamente significantes valores de p< 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos Comportamentais

4.1.1 Teste do campo aberto

A doenca de Parkinson é uma doenca crbnica, progressiva e neurodegenerativa,
caracterizada pela reducdo de dopamina na via nigroestriatal, resultando na morte de
neurdnios da substancia negra, afetando os movimentos, causando tremores, lentidao, rigidez
muscular, alteracbes na postura e na marcha e dificuldades na fala e na escrita. (SIMUNI,
2007).

A causa da DP continua desconhecida e ainda néo existe nenhum tratamento definitivo
para a doenca. O tratamento utilizado atualmente é a Levodopa que embora seja eficaz do
ponto de vista sintomatico € incapaz de fornecer uma protecdo duradoura necessaria para
impedir a progressdo da doenca. (DOUNA et al., 2012). Por isso, cada vez mais,
pesquisadores recorrem aos modelos animais de DP na concepcdo de novas abordagens
farmacoldgicas, no desenvolvimento de novas estratégias de tratamento e na compreensao da
natureza dos processos patogénicos envolvidos na perda neuronal. Os dois modelos animais
mais utilizados sd&o o com 6-OHDA e MPTP. Destes, 0 modelo 6-OHDA tem sido mais
amplamente utilizado nos ensaios para novos agentes sintomaticos, bem como para avaliar
novas estratégias neuroprotetoras (DUTY; JENNER, 2011).

Drogas que apresentam atividade anti-inflamatoria e antioxidante séo fortes candidatos
a neuroprotecdo. Lima (2018), em seu estudo padronizou o extrato aquoso de Spirulina
platensis, do qual foi isolada a Fracdo Proteica deste estudo e constatou em sua composicao a
presenca de fendis totais e proteina, concluindo que, esta cianobactéria, além de ser uma fonte
rica de proteina, possui também propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes e
neuroprotetoras, importantes para o tratamento de patologias neurodegenerativas como a

Doenca de Parkinson.

Como a lesdo estriatal por 6-OHDA pode ocasionar alteracdes locomotoras dos
animais, avaliamos o efeito da FPS em relacdo a atividade locomotora no teste campo aberto

através dos parametros, nimero de cruzamentos e exploracgéo vertical do rato.
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A atividade locomotora, determinada pelo nimero de cruzamentos (NC) em 5
minutos, mostrou uma reducao de 59 % no grupo lesionado por 6-OHDA ndo tratado, quando
comparado ao FO. Nos grupos lesionados e tratados com FPS na dose de 5 e 10mg/kg, néo
apresentaram diferenca significativa na atividade locomotora, quando comparado ao grupo 6-
OHDA (Figura 10).

Com relagdo ao comportamento exploratorio vertical, determinado pelo Numero de
Rearing (NR) em 5 minutos, demonstrou que a lesdo com 6-OHDA diminuiu em torno de
50% o NR em relacdo ao grupo FO, ndo houve diferenca significativa com relagdo ao grupo
lesionado e tratados com a FPS5 e FPS10 mg/Kg. (Figura 11).

Figura 10 - Efeitos da FPS sobre o nimero de cruzamentos em ratos parkinsoniano
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Nota: Os valores sdo expressos em mediana, minimo e maximo, analisados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-
Wallis seguidos pelo teste de comparagfes multiplas de Dunn. Representam o nimero de cruzamentos (NC, em
5 minutos) de ratos Falso-Operado (FO) e ratos submetidos a lesdo estriatal por 6- OHDA néo tratados e tratados
com FPS nas doses de 5 e 10mg/Kg (vo) por 14 dias (n=14), onde, a. vs FO, p< 0,05
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Figura 11 - Efeitos da FPS sobre a o niumero de Rearing (exploracao vertical) em ratos
parkinsonianos
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Nota: Os valores séo expressos em mediana, minimo e maximo, analisados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-
Wallis seguidos pelo teste de comparacdes multiplas de Dunn. Representam o Nimero de Rearing (NR , em 5
minutos) de ratos falso-operado (FO) e ratos submetidos a leséo estriatal por 6- OHDA ndo tratados e tratados
com FPS nas doses de 5 e 10mg/Kg (vo) por 14 dias (n=14) onde, a vs FO, p< 0,05

Tendo em vista que a dopamina é essencial para a coordenacdo motora e a diminui¢do nos
niveis deste neurotransmissor acarreta na falha desse sistema (KUMAR et al., 2012),
constatamos neste estudo que a administracdo intraestriatal de 6-OHDA reduziu de forma
significativa a atividade locomotora dos animais do grupo 6-OHDA, (avaliada pelo teste do
campo aberto), e 0s grupos lesionados e tratados com a FPS nas doses de 5 e 10 mg/kg nao
apresentaram melhora na atividade locomotora quando comparado ao grupo 6-OHDA. Os
resultados obtidos corroboram com os do estudo de Lima (2018), que demonstrou que o
tratamento com o extrato aquoso de Spirulina platensis ndo apresentou melhora na atividade
motora causada pela injecdo de 6-OHDA, no teste do Campo Aberto. JA no estudo de
Chattopadhyaya et al., (2015), os animais com parkinsonismo induzido por 6-OHDA, tratados
com Spirulina fusiforme, outra espécie da Spirulina, apresentaram melhora na coordenacao
motora no teste de Rotarod. Kumar et al., (2017), também demonstraram em um modelo de
doenca de Parkinson induzida por paraquat que a suplementacdo dietética de Spirulina

platensis melhora significativamente a atividade locomotora das moscas DJ-18 “*>.
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O teste do campo aberto utilizado para avaliar a bradicinesia, um dos sinais cardinais
da doenca, em animais que sofreram indugdo experimental da DP, nem sempre apresenta
efeitos sobre a movimentagdo animal como observado no trabalho realizado por Barbiero e
colaboradores (2011), o que indica que este teste, por mais que nos dé uma boa ideia da
atividade motora do animal, ndo tem uma aplicacdo t&o direta nestes modelos, como tem o

teste de comportamento rotacional por apomorfina.

4.1.2 Teste do Nado Forcado

Apesar de tradicionalmente a Doenga de Parkinson ser reconhecida como uma doenca
do movimento, a mesma pode apresentar também alteracdes ndo motoras (MCDONALD;
RICHARD; DELONG, 2003). Dentre as manifestagdes ndo motoras, a que apresenta maior
indice é a depressdo. Sua prevaléncia varia bastante (4% a 70%) nos diferentes estudos,
porém, situa-se em torno de 40%. No entanto, ndo se sabe ao certo qual a causa desta alta
incidéncia. Cogitam-se duas causas: psicologica (questdes relacionadas a doenca de
consequéncias motoras limitantes e até mesmo incapacitantes) e/ou disfuncdo cerebral.

Geralmente ocorre em estagios iniciais e finais (FERREIRA et al.,2010).

A depresséo € a alteragdo ndo motora mais comum em pacientes com DP, e quando
ndo tratada pode intensificar os outros sintomas. A atividade antidepressiva - simile,
determinada pelo tempo de imobilidade em 5 minutos, avaliado através do TNF, demonstrou
que o grupo lesionado por 6-OHDA (242+6,73), apresentou um aumento de 1,78 vezes no
tempo de imobilidade em relacéo ao grupo FO, (136 £5,21) O tratamento com FPS nas doses
de 5 (180,0£7,92) e 10 mg/kg (172 £10,24) reduziu parcialmente o tempo de imobilidade
quando comparado ao grupo lesionado (6-OHDA), (Figura 12).
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Figura 12 - Efeitos da FPS sobre a atividade antidepressiva-simile em ratos
parkinsonianos
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Nota: Os valores representam as médias + EPM do tempo de imobilidade (T1, em 5 minutos) de ratos falso-
operado (FO) e ratos submetidos a lesdo estriatal por 6- OHDA néo tratados e tratados com FPS nas doses de 10
e 5 mg/Kg (vo) por 14 dias (h=15 a 20). a vs FO, p<0,0001; b vs 6-OHDA + FPS 5, p<0,0001; ¢ vs 6-OHDA +
FPS 10, p<0,0001; d vs FO, p=0,0007; e vs FO, p=0,0073. (ANOVA multiple comparisons).

Neste estudo demonstramos que os tratamentos com a FPS reduziu parcialmente o tempo de
imobilidade do animal, quando comparado ao grupo lesionado ndo tratado (6-OHDA).
Resultados similares foram obtidos por Serpa et al.,(2017). Em seu estudo os animais
lesionados unilateralmente por 6-OHDA e tratados com a Spirulina platensis demonstraram
uma reducdo no tempo de imobilidade ao serem submetidos ao teste do nado forcado. De
acordo com Lima (2018), ha outros estudos relatando efeitos de drogas feitas a partir de
plantas ou produtos naturais sobre a depressdo em modelos animais de doenca de Parkinson,

porém seus mecanismos nao sdo claros.

4.3.5 Teste rotacional induzido pela apomorfina

O teste da apomorfina é considerado como padrdo-ouro para analises de lesbes
causadas pela 6-OHDA, porque ¢ robusto, confiavel e detecta as alteracbes na sensibilidade
dos receptores de dopamina estriatais, proporcionando dessa forma, a verificacdo de extensas
lesGes nigroestriatais (MEREDITH; KANG, 2006).
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A apomorfina é um agonista do receptor DA que, em baixas doses, provoca rotaces
contralaterais ao estimular ambos os receptores D1 e D2 supersensiveis, preferencialmente no
lado desnervado. No entanto, s6 havera uma resposta positiva se a porcentagem da dopamina
perdida for muito elevada (CALOU et al., 2014). As rotacdes contralaterais e/ou ipsilaterais a
lesdo estriatal sdo comportamentos motores que podem ser observados durante o teste. Estas
respostas antagdnicas estdo associadas ao nivel da lesdo no sistema nigro estriatal e a presenca
de alteragdes morfoldgicas e funcionais nos neurdnios espinhosos médios do estriado
(IANCU et al.,2005).

Neste estudo o comportamento rotacional, determinado pelo nimero das rotacdes
contralaterais induzidas pela apomorfina examinada em 1 hora, demonstrou que 0 grupo 6-
OHDA (117,7+14,15), aumentou cerca de 117 rotacGes contralaterais por hora, quando
comparado com o grupo FO que ndo apresentou nenhum comportamento rotacional. O
namero de rotag¢des diminuiu cerca de 54,2% e 47,3% , nos grupos lesionados e tratados com
a FPS nas doses de 5 (53,85+14,32) e 10 mg/kg(61,92+13,92) respectivamente, quando
comparados ao grupo 6- OHDA ( Figura 13).

Figura 13 - Efeito da inibicdo da FPS sobre comportamento rotacional induzido pela
apomorfina em ratos parkinsonianos
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Nota: Os valores representam as médias + EPM do namero de rotacfes contralaterais (NRC, em 1 hora) de ratos
falso-operado (FO) e ratos submetidos a lesdo estriatal por 6-OHDA ndo tratados e tratados com FPS nas doses
de 10 e 5 mg/Kg (vo) por 14 dias. a vs FO, p<0,0001; b vs 6-OHDA + FPS 5, p=0,0008; ¢ vs 6-OHDA + FPS
10, p=0,0052; d vs FO, p=0,0029; e vs FO, p=0,0007. (ANOVA multiple comparisons).
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O desequilibrio no contetudo de dopamina entre os lados esquerdo e direito do cérebro
causa a assimetria rotacional, consequentemente o animal comega a apresentar rotacoes
oriundas do lado cerebral de maior atividade devido a presenga de um maior nimero de
neurbnios dopaminérgicos viaveis (UNGERSTEDT, 1971). Estudos anteriores:
(CHATTOPADHYAYA et al., 2015; LIMA et al, 2017), demonstraram aumento no nimero
de rotacOes contralaterais dos ratos lesionados no teste da apomorfina duas a trés semanas
apos a inducédo da lesdo com 6-OHDA, em contrapartida os animais lesionados e tratados com
a Spirulina apresentaram uma diminuicgéo significativa deste parametro, corroborando com os
resultados obtidos neste trabalho. O tratamento com a FPS mostrou seu possivel efeito
neuroprotetor, ao diminuir as rotacdes contalaterais neste teste e isto provavelmente esteja
ligado & preservacgdo parcial dos niveis de dopamina no corpo estriado, demonstrado pelos
resultados de monoaminas realizados pelo HPLC.

4.4 Avaliagcdo Neuroquimica

4.2.1 Concentracdo de Nitrito/Nitrato (NO2/NO3) em tecidos cerebrais (Cortex Pré-

Frontal e Hipocampo) de ratos parkinsonianos

A partir a dosagem de NO,/NO3; podemos avaliar de modo indireto, a concentracdo de

oxido nitrico no tecido tendo em vista que estes dois sdo seus metabdlitos.

A avaliagdo da concentracdo de nitrito/nitrato (uM) no CPF de ratos com lesdo
estriatal por 6-OHDA mostrou uma producéo de nitrito igual a 16,82 +1,3 e o tratamento com
FPS nas doses de 5 (9,09+1,14) e 10 mg/kg (11,92+1,3) foram capazes de reduzir em 45,9% e

29,1% respectivamente, as concentracdes de nitrito/nitrato (Figura 14).

Quanto a concentragdo de nitrito/nitrato (UM) no hipocampo de ratos com lesdo
estriatal por 6-OHDA mostrou uma producéo de nitrito igual a 27,21+7,21 e o tratamento com
FPS nas doses de 5mg/kg (13,76+1,08) e 10 mg/kg (12,91+0,71) foram capazes de reduzir em

49,4% e 52,5% respectivamente, as concentracdes de nitrito/nitrato (Figura 15).
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Figura 14 - Efeito da FPS sobre a concentracao de nitrito/nitrato (NO,/NO3) em Cortex
Preé- Frontal (CPF) de ratos parkinsonianos
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Nota: Os valores representam as médias = EPM da concentragdo de nitrito (uM) em CPF de ratos submetidos a
lesdo estriatal por 6-OHDA ndo tratados e tratados com FPS nas doses de 5 e 10mg/Kg (vo). a vs FO, p= 0,0009;
b vs 6-OHDA + FPS5, p=0,0003; ¢ vs 6-OHDA + FPS10, p=0,0284 (ANOVA multiple comparisons).

Figura 15 - Efeito da FPS sobre a concentracdo de nitrito/nitrato (NO2/NO3) em
Hipocampo (HP) de ratos parkinsonianos
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Nota: Os valores representam as médias £+ EPM da concentragdo de nitrito (uM) em hipocampo de ratos
submetidos a lesdo estriatal por 6-OHDA ndo tratados e tratados com FPS nas doses de 5 e 10mg/Kg (vo) (n=9 a
15). a vs FO, p=0,0116; b vs 6-OHDA + FPS5, p=0,0369; ¢ vs 6-OHDA + FPS10, p=0,0196 (ANOVA multiple

comparisons).

Neste estudo, vimos que a injecdo de 6-OHDA produziu dano oxidativo, ao apresentar

elevacdo das concentracGes de TBARS e do nitrito/nitrato nas areas estudadas, CPF e HP. O
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estudo de Costa (2016) ja havia evidenciado que a 6-OHDA apresenta efeitos oxidativos
sobre varias regides do cérebro, tais como CPF, cerebelo e HP, sendo este Gltimo o primeiro a
sofrer os efeitos da 6-OHDA na inducdo deste processo, mesmo antes do surgimento do
comprometimento motor decorrente da perda da regulacdo dopaminérgica na via
nigroestriatal. Isso demonstra que a destruicdo progressiva produzida pela 6-OHDA pode

afetar outras areas cerebrais e ndo somente aos neurdnios da via nigroestriatal.

Neste estudo foi utilizado o método de Griess para determinar as concentracdes de
nitrato / nitrito e o teste de tiobarbitirico para malonaldeido para determinar a peroxidacdo
lipidica nas areas cerebrais de animais parkinsonianos (Cértex Pré Frontal e Hipocampo) Os
resultados demonstraram que o 6-OHDA promoveu aumento significativo nos niveis de
nitrito/nitrato e peroxidacdo lipidica (TBARS) que séo indicadores indiretos de EO. Outros
trabalhos ja relataram que a inducdo de 6-OHDA na regido nigroestriatal causa aumento dos
niveis de nitrito e TBARS (RAJAEI et al.,2016; LIMA et al, 2017). Estudos realizados
anteriormente com a Spirulina corroboram com os resultados obtidos neste estudo. Bermejo-
Bescos et al.,(2008), mostraram que o extrato proteico de S. platensis e da ficocianina
apresentaram  atividade antioxidante nas células da linhagem SH-SY5Y (neuroblastoma
humano), protegendo a atividade das enzimas antioxidantes celulares (GPx total, GPx-Se e
GR) bem como aumentando a glutationa reduzida nas células contra o estresse oxidativo
induzido pelo ferro, sugerindo que o extrato protéico de S. platensis € um poderoso
antioxidante, uma vez que, foi capaz de interferir na morte celular mediada por radicais livres.
Tobdn-Velasco et al., (2013), demonstraram em seus estudos, que o tratamento crénico com
Spirulina maxima, outra espécie da Spirulina, apresenta efeito protetor contra a toxicidade
causada pelo 6-OHDA no estriado de ratos, ao diminuir os niveis de 6xido nitrico, ERO e
lipoperoxidacdo na referida area cerebral. O estudo de Lima et al.,(2017) mostrou que o
tratamento com a Spirulina platensis (SPI) reduziu significativamente o aumento dos niveis
de nitrito/nitrato no estriado direito (lesionado) quando comparado ao grupo 6-OHDA néo

tratado, corroborando com resultado deste estudo.
Portanto, vimos que a 6-OHDA intensificou a producdo de nitrito/nitrato no cortex

pré-frontal e no hipocampo e o tratamento com a FPS apresentou potencial antioxidante ao

reduzir de forma significativa este parametro, acompanhada da diminuicdo nas concentracées
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de TBARS e redugdo na imunomarcacdo para isoforma iNOS justificando, seu possivel efeito

neuroprotetor.

4.2.2 Concentracdo de TBARS em tecidos cerebrais (Cortex Pré - Frontal e
Hipocampo) de ratos parkinsonianos

O aumento do produto de Peroxidacdo Lipidica, em termos do nivel de Substancias
Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS), juntamente com a diminuicdo do nivel de
moléculas antioxidantes enddgenas no cérebro, podem contribuir para a morte neuronal
dopaminérgica (VERMA; NEHRU, 2009).

A peroxidacdo lipidica tem sido considerada como fendmeno deletério associado a
doencas neurodegenerativas. Em contrapartida a C-ficocianina, principal composto ativo das
algas azul-verde Spirulina platensis, presente em grande quantidade na fracdo proteica,
apresenta propriedades antioxidantes bem conhecidas, mas seu efeito sobre a peroxidacéo

lipidica precisa ser mais estudado (ROCHE et al., 2018)

As substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) se formam como subproduto
da peroxidacéo lipidica. A avaliacdo da concentracdo de malonildialdeido (MDA) no CPF de
ratos com leséo estriatal por 6-OHDA mostrou um aumento de 544,1+30,37 e o tratamento
com FPS nas doses de 5 (429+30,42) e 10 mg/kg (382,7+36,76) foram capazes de reduzir em
21,1% e 29,6% respectivamente, 0s niveis de peroxidacao lipidica, expressa como conteido
de MDA (uM/g de tecido) (Figura 16).

Quanto a concentracdo de MDA no HP de ratos com lesdo estriatal por 6-OHDA
mostrou um aumento de 856,5 +126,0 (n=12) e o tratamento com FPS nas doses de 5
(337,8+£26,20) e 10 mg/kg(408,9+30,87) reduziram em 60,6% e 52,2% respectivamente, 0s
niveis de peroxidacao lipidica, expressa como conteddo de MDA (malonildialdeido) (uM/g de
tecido) (Figura 17).
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Figura 16 - Efeito da FPS sobre a concentragdo de TBARS em Cdrtex Pré -Frontal de

ratos parkinsonianos
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Nota: Os valores representam as médias = EPM da concentracdo de TBARS (uM) em Cortex Pré Frontal de
ratos submetidos a lesdo estriatal por 6- OHDA néo tratados e tratados com FPS nas doses de 5 e 10 mg/Kg (vo)
por 14 dias. a vs FO, p=0,0053; b vs 6-OHDA + FPS5, p=0,0030; ¢ vs 6-OHDA + FPS10, p=0,0045. (ANOVA
e teste t-Student Unpaired, como teste post hoc).

Figura 17 - Efeito da FPS sobre a concentracdo de TBARS em Hipocampo (HP) de ratos
parkinsonianos
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Nota: Os valores representam as médias + EPM da concentracdo de TBARS (UM) em hipocampo de ratos
submetidos a lesdo estriatal por 6- OHDA ndo tratados e tratados com FPS nas doses de 5 e 10 mg/Kg (vo) por
14 dias. a vs FO, p<0,0001; b vs 6-OHDA + FPS5, p<0,0001; ¢ vs 6-OHDA + FPS5, p<0,0001 (ANOVA e
teste t-Student Unpaired, como teste post hoc).
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Os resultados deste trabalho demonstraram que o 6-OHDA promoveu aumento
significativo nas concentragdes de TBARS e o tratamento com a FPS reduziu
significativamente os niveis de TBARS tanto no Cortex pré frontal quanto no Hipocampo
quando comparado com o grupo lesionado.

Deng e Chow (2010) investigaram o efeito antioxidante do extrato metandlico de
Spirulina na peroxidacdo lipidica espontdnea em homogenato de cérebro de rato, e
demonstrou que o extrato de Spirulina inibe drasticamente a producdo de substancias reativas
ao &cido tiobarbiturico (TBARS), como o malondialdeido (MDA), em quase 95%, indicando
a potente atividade antioxidante da Spirulina. Lima et al.,(2017) mostraram em seu estudo
que o tratamento com a Spirulina platensis reverteu significativamente o aumento dos niveis

de peroxidacao lipidica no estriado direito (lesionado) do grupo 6-OHDA néo tratado.

Deste modo, o tratamento com a FPS apresentou um possivel efeito neuroprotetor, ao
apresentar atividade antioxidante uma vez que foi capaz de reduzir de forma significativa a
concentracdo de TBARS (marcador de peroxidacdo lipidica), diminuir as concentracdes de
nitrito/nitrato e inibir @ imunomarcacdo para iINOS mostrados nos ensaios

himunohistoquimicos.

4.2.3 Auvaliacéo dos niveis estriatais de Dopamina (DA) e seu metabolito DOPAC

A principal caracteristica neuroquimica da doenca de Parkinson € a deplecédo
dopaminérgica no sistema nigroestriatal devido a denegeracdo neuronal local. A observacédo
dos niveis de dopamina e de seus metabolitos na via nigroestriatal consiste em uma
ferramenta importante na busca de agentes que consigam restabelecer ou aumentar a

transmissdo dopaminérgica com consequente melhora do quadro global da doenca.

Diminuicdo na concentracdo de dopamina (DA) e DOPAC no estriado direito dos
animais ja era esperada e, de fato, foi observada neste estudo. A injecdo intraestrial de 6-
OHDA causou dano neuronal dopaminérgico, reduzindo as concentracdes de DA em 80,6 %
no grupo 6-OHDA (584,9485,4) quando comparado ao FO (3018 + 229,4). Apos tratamentos
com FPS5 (1345+161,9) e 10 mg/kg (1162+117,7) aumentou parcialmente os niveis de DA,
guando comparado ao grupo 6-OHDA (Figura 18).

61



J& em relagdo ao DOPAC, reduziu em 40,8% no grupo 6-OHDA (584,9+85,4) quando
comparado ao FO (3018 + 229,4). O grupo tratado com FPS 10 (1033+102,1) ndo apresentou
resultado significativo em relagdo ao grupo lesionado ndo tratado (6-OHDA) (1154+ 97,81)
(Figura 19).

Figura 18 - Niveis de DA no estriado direito de ratos parkinsonianos
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Nota: Os valores representam as médias + EPM dos niveis de DA (ng/g de tecido) em corpo estriado de ratos
Falso-Operado (FO) e ratos submetidos a lesdo estriatal por 6-OHDA ndo tratados e tratados com FPS nas doses
de 5 e 10 mg/Kg (vo) por 14 dias. a. vs FO, p<0,001; b. vs 6- OHDA + FPS5 p= 0,0003; c. vs 6- OHDA +
FPS10, p= 0,0116; d. vs FO, p<0,001; e. vs FO, p<0,001 (ANOVA e teste t-Student Unpaired, como teste post
hoc).

Figura 19 - Niveis de DOPAC no Estriado Direito de ratos parkinsonianos
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Nota: Os valores representam as médias + EPM dos niveis de DOPAC (ng/g de tecido) em corpo estriado de
ratos falso-operado (FO) e ratos submetidos & leséo estriatal por 6-OHDA ndo tratados e tratados com FPS nas
doses de 5 e 10 mg/Kg (vo) por 14 dias. a. vs FO, p=0,0008; b. vs 6- OHDA + FPS5 p=0,0314; c. vs FO,
p<0,0001; d. vs FO, p= 0,0001(ANOVA e teste t-Student Unpaired, como teste post hoc).
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Neste estudo vimos que 0s grupos tratados com a FPS aumentou parcialmente a
deplecdo de DA quando comparados com o grupo 6-OHDA. Este resultado corrobora com os
resultados obtidos em estudos anteriores. Lima et al.,(2017) demonstraram que o tratamento
com a Spirulina platensis recuperou parcialmente os déficits de DA e DOPAC de animais
lesionados com 6-OHDA. Chattopadhyaya et al.,(2015) demonstraram que o tratamento com
Spirulina fusiforme, outra espécie de Spirulina, aumentou significativamente os niveis de
dopamina em ratos parkinsonianos no modelo da 6-OHDA. Chamorro et al.,(2006), avaliaram
0 papel neuroprotetor da Spirulina maxima, outra espécie de Spirulina, contra a
neurotoxicidade da 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina (MPTP), em modelo da doenga
de Parkinson,e mostraram que o pré-tratamento com a Spirulina maxima impediu

parcialmente o efeito de MPTP na diminuicdo da DA.

Portanto, o tratamento com a FPS apresentou uma possivel atividade neuroprotetora ao
elevar parcialmente os niveis de dopamina, seguido do aumento na imunomarcagdo para
Tirosina Hidroxilase, e recuperacdo da imunorreatividade para DAT, mostrando uma maior

integridade dos neur6nios atraves destes importantes biomarcadores de DP.

4.3  Ensaios de imunohistoquimica

4.3.1 Imunohistoquimica para Tirosina Hidroxilase (TH) em Estriado Direito de ratos

parkinsonianos

A Tirosina Hidroxilase esta presente em todas as células dopaminérgicas e catalisa a
formacdo de L-di-hidroxifenilalanina (L-DOPA), a etapa limitante na biossintese de DA.
Assim, a DP pode ser considerada como uma sindrome estriatal com deficiéncia de TH sendo

essa enzima um biomarcador em modelos de DP (TABREZ et al.,2012).

As analises imunohistoquimica para TH, no estriado direito, mostraram uma intensa
imunomarcacdo (densidade otica) no grupo FO, que foi reduzida em 61% no grupo 6-OHDA.
O tratamento com o FPS na dose de 10mg/kg quando comparado ao grupo 6-OHDA

recuperou a imunomarcacdo em 71%, apresentando também aumento significativo na
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imunomarcacao em relacdo ao FO (Figuras 20 e 21). Os resultados foram quantificados pelo

software ImageJ (NIH, USA).

Figura 20 - Fotomicrografia de imunohistoquimica para TH em Estriado Direito de
ratos parkinsonianos

Nota: Imunohistoquimica para tirosina hidroxilase (TH) no lado direito de ratos falso-operado (FO) e ratos
submetidos a lesdo estriatal unilateral por 6-OHDA nao tratados e tratados com FPS na dose 10 mg/Kg (vo).

(100x).

Figura 21 - Densidade 6tica de imunohistoquimica para Tirosina Hidroxilase (TH) em
estriado direito de ratos parkinsonianos
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Nota: Os valores representam as médias + EPM da densidade 6tica para TH no Estriado Direito (ED) de ratos
falso-operado (FO) e ratos submetidos a lesdo estriatal unilateral por 6-OHDA n&o tratados e tratados com FPS
na dose de 10 mg/Kg (vo) por 14 dias (n=5). a. vs FO,p= 0,0004; b. vs 6-OHDA+FPS10,p <0,0001;c. vs FO, p
0,0339. (ANOVA multiple comparisons).
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Estes resultados estdo de acordo com estudos que utilizaram o mesmo modelo e que
apontam uma perda consideravel de neurdnios dopaminérgicos observada por meio da
diminuicdo acentuada da marcacdo de imunohistoquimica para TH (JANG et al., 2012). Por
outro lado, mostramos que o tratamento com a FPS apresentou efeito neuroprotetor com o
aumento parcial nos niveis de DA, corroborando com a recupera¢do na imunorreatividade

para TH.

Alguns estudos corroboram com o resultado obtido, Stromberg et al.,(2005),
mostraram que os animais que foram submetidos ao modelo de DP por les&o intrastriatal de 6-
OHDA, e tiveram uma dieta enriquecida com Spirulina apresentaram através de ensaios
imuno-histoquimicos recuperacdo das fibras TH positivas para dopamina estriatal e neurénios
positivos para TH no SNpc. Zhang et al.,(2015) mostraram que 0 pré-tratamento com
polissacarideo derivado de Spirulina platensis (PSP) inibiu a diminuicdo na
imunorreatividade na expressdo de TH induzida por MPTP, e Lima et al.,(2017), também
mostraram que 0s animais lesionados com 6-OHDA e tratados com a Spirulina Platensis
produziu uma recuperacdo quase completa da diminuicdo drastica da imunorreatividade para
TH.

4.3.2 Imunohistoquimica para o transportador de dopamina (DAT)

O transportador dopaminérgico (DAT) modula a concentracdo de dopamina nos
terminais pré-sinapticos dos neurdnios dopaminérgicos. Cerca de setenta por cento da
dopamina removida da fenda sindptica no neoestriado ocorre através da recaptura pre-
sinaptica pelo DAT. Na DP ha reducdo na densidade de DAT no neoestriado devido a perda
dos terminais dopaminérgicos (STORCH; LUDOLPH; SCHWARZ, 2004).

A reducdo na densidade de DAT ocorre mesmo antes do inicio dos sintomas da DP.
Quando aparecem os primeiros sintomas ja se evidencia reducdo de 40 a 60% na atividade
dopaminérgica, podendo chegar a diminuirem em até 90% com o avancar da doenca. Por isso
¢ importante determinar a concentracdo de DAT, para avaliar a perda de neurbnios

dopaminérgicos no estriado (SHIH et al., 2006)
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Neste estudo a analise imunohistoquimica para o transportador de dopamina (DAT),
no corpo estriado direito, mostrou grande imunomarcagdo no grupo FO, a qual foi
drasticamente reduzida do grupo lesionado por 6-OHDA (73,3%). Esta reducdo foi revertida
significativamente (61%) no grupo lesionado com 6-OHDA e tratado com FPS 10mg / kg.
(Figuras 22 e 23). Os resultados foram quantificados pelo software ImageJ (NIH, USA).

Figura 22 - Fotomicrografias representativas de imunohistoquimica para DAT no corpo
estriado direito

Nota: Imunohistoquimica para transportador de dopamina (DAT) no lado direito de ratos falso-operado (FO) e
ratos submetidos a lesdo estriatal unilateral por 6-OHDA néo tratados e tratados com FPS na dose de 10 mg/Kg
(vo). (100x)

Figura 23 - Densidade 6tica de imunohistoquimica para DAT no estriado direito de
ratos parkisonianos.
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Nota: Os valores representam as méedias + EPM da densidade 6tica para DAT no Estriado Direito (ED) de ratos
falso-operado (FO) e ratos submetidos a lesdo estriatal unilateral por 6-OHDA n&o tratados e tratados com FPS
na dose de 10 mg/Kg (vo) por 14 dias (n= 5). a. vs FO, p <0,0001; b. vs 6-OHDA+FPS10, p= 0,0004;c. vs FO,
p=0,0043. (ANOVA multiple comparisons).
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O transportador de dopamina (DAT) é uma proteina transmembranar, responsavel pela
recaptacdo da DA na fenda sinaptica e a medida que a doenca progride h4 um declinio desse
receptor, em um processo exponencial, que pode ser revelado por meio de imagem do
receptor DAT, através de tomografia computadorizada, obtidas em pacientes com DP
(ANTONINI; BIUNDO, 2014). Demonstramos neste estudo que ocorreu uma diminuicdo da
imunorreatividade para DAT nos animais lesionados por 6-OHDA ndo tratados, o que foi
quase que completamente recuperado apds o tratamento com FPS, demonstrando sua
potencial atividade neuroprotetora, corroborando com os achados das monoaminas. Alguns
estudos com a Spirulina apresentaram resultado similar a este: Zhang et al.,(2015) mostraram
que o pré-tratamento com Polissacarideo derivado de Spirulina platensis (PSP) apresenta
efeito neuroprotetor em neurbnios dopaminérgicos e nos niveis de dopamina nos
camundongos com doenca de Parkinson induzida por MPTP ao inibir a diminuicdo da
imunorreatividade na expressdo de DAT induzida por MPTP; Lima et al.,(2017), mostraram
que os animais lesionados com 6-OHDA e tratados com a Spirulina platensis produziu uma

recuperacgdo quase completa apos drastica diminuicdo da imunorreatividade para DAT.

4.3.3 Imunohistoquimica para COX-2 nas areas hipocampais Giro Denteado, CAl e

CAZ3, no clrtex temporal de ratos parkinsonianos

A ciclooxigenase (COX) catalisa a sintese de prostandides. A COX existe como
isoformas constitutivas e induziveis. COX-2 é a isoforma induzivel, expressa rapidamente em
varios tipos de células em resposta a fatores de crescimento, citocinas e moléculas pro-
inflamatdrias. Esta enzima, no cérebro, tem sido associada a atividades pré-inflamatoria,que
se acredita serem fundamentais para 0s processos de doencas neurodegenerativas como
DP,(MINGHETTI, 2004). Devido a importancia da COX-2 para a neuroinflamcdo e para a
DP, avaliamos quali e quantitativamente a imunomarcacdo para esta enzima nas areas do
hipocampo e Cdértex Total de ratos parkinsonianos por meio de fotomicrografia nas regifes do
Giro Denteado (Figura 24 e 25), CAl (Figuras 26 e 27) e CA3 do Hipocampo (Figuras 28 e
29) e cortex temporal (Figuras 30 e 31).

Observou-se através das analises quantitativa das imagens imunohistoquimica para

COX-2 no GD, o grupo 6-OHDA apresentou um aumento em 1,83x, a imunomarcagdo para
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COX-2 emrelagdo ao FO, o tratamento com a FPS10 reduziu a imunomarcagdo em 42,4% em

comparagéo ao grupo lesionado (6-OHDA).

Na area CA1 do hipocampo observou-se através das analises quantitativa das imagens
imunohistoquimica para COX-2 um aumento de 2,55x, na imunomarcagao no grupo 6-OHDA
quando comparado ao FO, o grupo lesionado e tratado com a FPS10 reduziu a
imunomarcacao em 24,9% em relacdo ao 6-OHDA.

Na area CA3 do Hipocampo observou-se através das analises quantitativa das imagens
imunohistoquimica para COX-2 um aumento de 2,09x, na imunomarcagao no grupo 6-OHDA
quando comparado ao FO, o grupo 6-OHDA + FPS10 reduziu a imunomarcacdo em 46,6%
em relacdo ao 6-OHDA.

No cortex dos animais do grupo 6-OHDA as andlises quantitativa das imagens
imunohistoquimica para COX-2 mostraram um aumento de aproximadamente 1,48x, na
imunomarcacdo em comparagdo com as mesmas areas do FO. O grupo tratado com a FPS10
reduziu a imunomarcacao para COX-2 em 85,4% em relacéo ao grupo 6-OHDA.

Figura 24 - Fotomicrografia de imunohistoquimica para COX-2 na area do Giro
Denteado de ratos parkinsonianos

COX-2 (GD, x200)

Nota: Imunohistoquimica para COX-2 em Giro Denteado (GD) de ratos Falso-Operado (FO) e ratos submetidos a lesdo

estriatal unilateral por 6-OHDA ndo tratados e tratados com FPS na dose 10 mg/Kg (vo). (200x).
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Figura 25 - Densidade Otica de imunomarcacdo para COX-2 em Giro Denteado de ratos
parkinsonianos
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Nota: Os valores representam as médias + EPM da densidade 6tica para COX2 no Hipocampo (GD) de ratos
falso-operado (FO) e ratos submetidos a lesdo estriatal unilateral por 6-OHDA néo tratados e tratados com FPS
na dose de 10 mg/Kg (vo) por 14 dias (n=5). a. vs FO, p=0,0002; b. vs 6-OHDA+FPS10,p= 0,0004. (ANOVA
multiple comparisons).

Figura 26 - Fotomicrografia de imunohistoquimica para COX-2 na area CAl do
hipocampo de ratos parkinsonianos

COX-2 (CAl, x200)

Nota:Imunohistoquimica para COX-2 em Hipocampo (CA1) de ratos falso-operado (FO) e ratos submetidos a lesdo

estriatal unilateral por 6-OHDA ndo tratados e tratados com FPS na dose 10 mg/Kg (vo). (200x).
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Figura 27 - Densidade dtica de imunomarcacdo para COX-2 em CAl de ratos
parkinsonianos
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Nota: Os valores representam as médias + EPM da densidade 6tica para COX2 no Hipocampo (CAL) de ratos
falso-operado (FO) e ratos submetidos a lesdo estriatal unilateral por 6-OHDA néo tratados e tratados com FPS
na dose de 10 mg/Kg (vo) por 14 dias (n=5). a. vs FO, p<0,0001; b. vs 6-OHDA+FPS10,p= 0,0107; c. vs FO,
p= 0,0008. (ANOVA multiple comparisons).

Figura 28 - Fotomicrografia de imunohistoquimica para COX-2 na area CA3 do
hipocampo de ratos parkinsonianos

COX-2 (CA3, x200)

Nota: Imunohistoquimica para COX-2 em Hipocampo (CA3) de ratos falso-operado (FO) e ratos submetidos & leséo

estriatal unilateral por 6-OHDA ndo tratados e tratados com FPS na dose 10 mg/Kg (vo). (200x).
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Figura 29 - Densidade dtica de imunomarcacdo para COX-2 em CA3 de ratos
parkinsonianos
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Nota:Os valores representam as médias = EPM da densidade 6tica para COX2 no Hipocampo (CA3) de ratos
falso-operado (FO) e ratos submetidos a lesdo estriatal unilateral por 6-OHDA néo tratados e tratados com FPS
na dose de 10 mg/Kg (vo) por 14 dias (n= 5). a. vs FO,p=0,0002; b. vs 6-OHDA+FPS10,p= 0,0006; (ANOVA
multiple comparisons).

Figura 30 - Fotomicrografia de imunohistoquimica para COX-2 na area do Cortex de
ratos parkinsonianos

COX-2 (CT, x200)

Nota: Imunohistoquimica para COX-2 em Cértex (CT) de ratos falso-operado (FO) e ratos submetidos a lesdo estriatal
unilateral por 6-OHDA ndo tratados e tratados com FPS na dose 10 mg/Kg (vo). (200x).
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Figura 31 - Densidade otica da imunomarcacao para COX-2 em Cdrtex de ratos
parkinsonianos
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Nota: Os valores representam as médias + EPM da densidade 6tica para COX2 no Cortex Total (CT) de ratos
falso-operado (FO) e ratos submetidos a leséo estriatal unilateral por 6-OHDA ndo tratados e tratados com FPS
na dose de 10 mg/Kg (vo) por 14 dias (n=5). a. vs FO,p=0,0007; b. vs 6-OHDA+FPS10,p <0,0001;c. vs FO, p
<0,0001 (ANOVA multiple comparisons).

O modelo de DP induzida por 6-OHDA nao promove apenas alteracdes motoras, mas
também déficits de memoria e aprendizados associado a diminuicdo de células
dopaminérgicas na substancia negra bem como reducéo de neurénios no estriado e hipocampo
(SAMPAIO, 2014). Sabendo da vulnerabilidade do hipocampo a lesdo estriatal por 6-OHDA
e da presenca da neuroinflamacdo, no processo patolégico da DP, resolvemos avaliar por
meio de andlises imunohistoquimicas a presenca de COX-2, em estruturas como, Giro
Denteado, hipocampo propriamente dito (Corno de Amon- CA1, CA3) e cértex em relacdo, e

0s possiveis efeitos da FPS nessas estruturas.

Foi demonstrado que a COX-2 ¢ regulada positivamente em neurdnios SNc DAergic
em pacientes com DP e em modelos animais de DP e, além disso,0 uso de anti-inflamatério
ndo esteroidais (AINES) protege contra degeneracdo de dopamina nigro-estriatal induzida
por -1,2,3,6- tetrahidropiridina (MPTP) ou 6- hidroxidopamina (6-OHDA) (ESPOSITO et al.,
2007).
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Demonstramos que houve um aumento significativo na imunomarcagéo para COX-2,
em todas as areas analisadas do grupo lesionado 6-OHDA ndo tratado, e ap6s tratamentos
com a FPS, essa imunomarcacdo diminuiu expressivamente. Este resultado estd de acordo
com o estudo de Lima et al., (2017), o qual demonstrou um grande aumento na
imunomarcacdo para COX-2, no estriado do grupo lesionado 6-OHDA ndo tratado e apds
tratamento com a Spirulina platensis foi quase completamente revertido; Chen et al., (2012),
também investigaram os efeitos da Spirulina em células microgliais BV-2 tratadas com LPS
na expressdao de genes inflamatorios, e demonstraram que extrato aquoso de Spirulina
platensis e o seu componente ativo C-ficocianina inibiram a expressao de genes inflamatdrios,
dentre eles a COX-2.

4.3.4 Imunohistoquimica para iNOS nas areas hipocampais Giro Denteado, CAl e
CAZ3, e no cortex temporal de ratos parkinsonianos

Durante a progressdo da DP, ocorre um aumento na produgdo de NO como resultado
do processo inflamatorio, e este aumento nas concentracdes de NO, sintetisado pela iINOS,
pode desempenhar um importante papel na destruicdo dos neurbnios dopaminérgicos
(LIBERATORE et al., 1999). Deste modo, neste trabalho investigamos a imunomarcacgéo para
INOS por meio de fotomicrografia nas regides do Giro Denteado (Figuras 32 e 33), CAl
(Figuras 34 e 35) e CA3 do hipocampo (Figuras 36 e 37); e no Cortex (Figuras 38 e 39).

Observou-se através das analises quantitativa das imagens imunohistoquimica para
INOS nas areas GD, o grupo 6-OHDA apresentou um aumento em 14,5x, a imunomarcacgao
para INOS em relacdo ao FO, o tratamento com a FPS10 reduziu a imunomarcacéo em 87%,

em comparac¢do ao grupo lesionado (6-OHDA).

Na area CA1 do hipocampo observou-se atraves das analises quantitativa das imagens
imunohistoquimica para iNOS um aumento de 5,2x, na imunomarcacdo no grupo 6-OHDA
quando comparado ao FO, o grupo lesionado e tratado com a FPS10 reduziu a

imunomarcacdo em 91% em relacéo ao 6-OHDA.
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Na area CA3 do Hipocampo observou-se através das analises quantitativa das imagens
imunohistoquimica para INOS um aumento de 3,7x, na imunomarcagdo no grupo 6-OHDA
quando comparado ao FO, o grupo 6-OHDA + FPS10 reduziu a imunomarcacdo em 72% em
relacdo ao 6-OHDA.

No cortex dos animais do grupo 6-OHDA as andlises quantitativa das imagens
imunohistoquimica para INOS mostraram um aumento de aproximadamente 55x, na
imunomarcacdo em comparagdo com as mesmas areas do FO. O grupo tratado com a FPS10
reduziu a imunomarcagao para iINOS em 84% em relagdo ao grupo 6-OHDA.

Figura 32 - Fotomicrografia de imunohistoquimica para iNOS na &rea do Giro
Denteado de ratos parkinsonianos

iNOS (GD, x200)

Nota: Imunohistoquimica para iNOS em hipocampo area Giro Dentado de ratos falso-operado (FO) e ratos submetidos

a lesdo estriatal unilateral por 6-OHDA néo tratados e tratados com FPS na dose 10 mg/Kg (vo). (200x)
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Figura 33 - Densidade otica da imunomarcacdo para iNOS em hipocampo area Giro
Denteado de ratos parkinsonianos
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Nota: Os valores representam as médias + EPM da densidade 6tica para iNOS no hipocampo GD de ratos Falso-
Operado (FO) e ratos submetidos a lesdo estriatal unilateral por 6-OHDA nédo tratados e tratados com FPS na
dose de 10 mg/Kg (vo) por 14 dias (n=4 a 5). a vs FO, b vs 6-OHDA+FPS10, p<0,0001 (ANOVA).

Figura 34 - Fotomicrografia de imunohistoquimica para iINOS na area CAl do
hipocampo de ratos parkinsonianos

iNOS (CAL1, x200)

Nota: Imunohistoquimica para iINOS em hipocampo &rea CAL de ratos falso-operado (FO) e ratos submetidos a leséo
estriatal unilateral por 6-OHDA ndo tratados e tratados com FPS na dose 10 mg/Kg (vo). (200x).
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Figura 35 - Densidade otica da imunomarcacgdo para iNOS em hipocampo area CAl de
ratos parkinsonianos
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Nota: Os valores representam as médias £+ EPM da densidade 6tica para iNOS no hipocampo CA1 de ratos
Falso-Operado (FO) e ratos submetidos a lesdo estriatal unilateral por 6-OHDA néo tratados e tratados com FPS
na dose de 10 mg/Kg (vo) por 14 dias (n=4 a 5). avs FO, b vs 6-OHDA+FPS10, p<0,0001 (ANOVA).

Figura 36 - Fotomicrografia de imunohistoquimica para iNOS na area CA3 do HP de
ratos parkinsonianos.

iNOS (CA3, x200)

Nota: Imunohistoquimica para iINOS em hipocampo &rea CA3 de ratos falso-operado (FO) e ratos submetidos a lesdo

estriatal unilateral por 6-OHDA ndo tratados e tratados com FPS na dose 10 mg/Kg (vo). (200x).
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Figura 37 - Densidade otica da imunomarcacgdo para iNOS em hipocampo &rea CA3 de
ratos parkinsonianos
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Nota: Os valores representam as médias + EPM da densidade 6tica para iNOS no hipocampo CA3 de ratos
Falso-Operado (FO) e ratos submetidos a lesdo estriatal unilateral por 6-OHDA néo tratados e tratados com FPS
na dose de 10 mg/Kg (vo) por 14 dias (n=4 a 5). avs FO, b vs 6-OHDA+FPS10, p<0,0001 (ANOVA)

Figura 38 - Fotomicrografia de imunohistoquimica para iNOS em cértex cerebral de
ratos parkinsonianos

iNOS (CT, x200)

Nota: Imunohistoquimica para iINOS em Cortex Total de ratos falso-operado (FO) e ratos submetidos & lesdo estriatal
unilateral por 6-OHDA ndo tratados e tratados com FPS na dose 10 mg/Kg (vo). (200x).
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Figura 39 - Densidade otica da imunomarcagdo para iNOS em cdrtex total de ratos
parkinsonianos
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Nota: Os valores representam as médias + EPM da densidade 6tica para iNOS no CT de ratos Falso-Operado
(FO) e ratos submetidos a lesdo estriatal unilateral por 6-OHDA ndo tratados e tratados com FPS na dose de 10
mg/Kg (vo) por 14 dias (=4 a 5). a vs FO, b vs 6-OHDA+FPS10, p<0,0001 (ANOVA)

Neur6nios dopaminergicos sdo vulneraveis ao estresse oxidativo e ataque inflamatorio.
Evidéncias sugerem que a ativacdo na expressdo da INOS esta diretamente ligada a geracéo
de ERO que afeta varios componentes celulares e danifica preferencialmente os neurdnios
dopaminérgicos do cérebro médio na DP (KOPPULA et al., 2012). Deste modo, um nivel
aumentado de 6xido nitrico sintase indutivel (iNOS ) na substancia negra e no estriado de
pacientes com DP sugere toxicidade e inflamacao induzidas por citocinas e quimiocinas, que
consequentemente induzem estresse oxidativo que ira contribuir para a degeneracdo dos

neurdnios dopaminérgicos e progressdo da doenca (TIWARI; PAL, 2017).

Portanto, 0 manejo ou inibicdo apropriada de ERO gerada por essa enzima pode
representar um alvo terapéutico para reduzir a degeneracdo neuronal na DP. Diante disto,
realizamos analises imunohistoquimicas, as quais mostraram um aumento na
imunorreatividade para INOS em todas as areas estudadas (GD, CAL, CA3 e CT) no grupo
lesionado ndo tratado (6-OHDA), quando comparado ao grupo FO. Por outro lado, ap6s o
tratamento com FPS, essa imunorreatividade foi significativamente reduzida em todas as
areas. Trabalhos anteriores com a Spirulina mostraram efeitos semelhantes a este: Lima et
al.,(2017), mostraram um aumento de nove vezes na imunorreatividade estriatal para iNOS no

grupo lesionado por 6-OHDA ndo tratado, quando comparado ao grupo FO, e apds o
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tratamento com Spirulina platensis, essa imunorreatividade foi menor que a observada no
grupo FO; Chen et al., (2012), investigaram os efeitos da Spirulina em células microgliais
BV-2 tratadas com lipopolissacarideo na expressdo dos genes inflamatorios, 6xido nitrico
sintase indutivel (iINOS), ciclooxigenase-2 (COX-2), fator de necrose tumoral-o. (TNF-a) e
MRNAs de interleucina-6 (IL-6), e demonstraram que extrato aquoso de Spirulina platensis e
0 seu componente ativo C-ficocianina inibiram a expressao desses genes, mRNAs, de iNOS,
COX-2, TNF-a e IL-6.

Portanto, a FPS, pode representar um alvo terapéutico para reduzir a degeneragdo
neuronal na DP, pois conseguiu inibir as EROs gerada por essa enzima, confirmando 0s
resultados obtidos nos testes que avaliaram sua atividade antioxidante (determinacdo das

concentragdes de nitrito/nitrato e TBARS).
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5 CONCLUSOES

A Spirulina é uma cianobactéria muito rica em proteina e por este motivo, vem sendo

considerada como um super-alimento.

Mostramos no presente trabalho o potencial neuroprotetor da Fracdo Proteica da Spirulina
platensis relacionado a reversdo parcial ou completa de vérias alteracdes neuroquimicas
observadas no Corpo Estiado, Hipocampo e Cortex do animal lesionado por 6-OHDA e
tratados com a Fracdo Proteica da Spirulina platensis.

Mostramos que a FPS apresentou potencial efeito neuroprotetor no modelo de hemi-
parkinsonismo induzido por 6-OHDA (injecdo estriatal unilateral), pois foi capaz de reduzir o
comportamento rotacional induzido pela apomorfina, diminuiu a as concentracbes de
Nitrito/Nitrato e TBARS, consequentemente apresentou aumento parcial nos niveis de DA e nas
imunomarcacgOes para TH e DAT; e diminuiu a neuroinflamacéo ao reduzir a imunomarcagao para
iINOS e COX2.

Acreditamos que os efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios da Spirulina certamente
contribuiram para suas agdes neuroprotetoras, sugerindo que a Fracdo Proteica da Spirulina
platensis ¢ um candidato em potencial a ser incluido em estudos mais complexos que visem a

sua utilizacdo na clinica para o tratamento de Doenca de Parkinson.
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