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RESUMO

Dissertacdao de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica Toxicologica
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

EFEITO DO RESVERATROL NAS ALTERACOES MOTORAS E OXIDATIVAS
INDUZIDAS POR RESERPINA EM CAMUNDONGOS

AUTOR: Alcindo Busanello
ORIENTADORA: Nilda Berenice de Vargas Barbosa
CO-ORIENTADORA: Roselei Fachinetto
LOCAL E DATA DA DEFESA: Santa Maria, 17 de agosto de 2012.

A administracdo de reserpina consiste num modelo animal de discinesia orofacial,
tremor e parkinsonismo. Neste trabalho, investigamos o efeito do resveratrol, um polifenol
com propriedades neuroprotetoras encontrado principalmente em frutas vermelhas e no
vinho tinto, em um modelo animal de movimentos de mascar no vazio induzidos (MMVs)
por tratamento com reserpina em camundongos. Os camundongos foram tratados com
reserpina (1 mg/kg, administrado subcutaneamente nos dias 1 e 3) e/ou resveratrol (5
mg/kg, administrado intraperitonealmente durante 3 dias consecutivos). Foram avaliados os
MMVs, atividade locomotora e exploratéria. Também analisamos os niveis de tidis ndo-
protéicos e de 4cido ascorbico em cortex e regido contendo ambos, substdncia negra e
estriado, como parametros de defesa antioxidante. O tratamento com reserpina produziu um
aumento na intensidade dos MMVs, os quais foram significativamente reduzidos pelo co-
tratamento com resveratrol. A reserpina também diminuiu a atividade locomotora e
exploratdria no teste de campo aberto. Contudo, o co-tratamento com resveratrol ndo foi
capaz de modificar estes efeitos. Ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos quando os parametros de defesa antioxidantes foram
avaliados. Os dados obtidos sugerem que o resveratrol poderia ser um agente promissor no
tratamento de MMVs em camundongos. Contudo, investigacdes adicionais sao necessdrias

para entender os exatos mecanismos envolvidos nos efeitos neuroprotetores do resveratrol.

Palavras-chave: Resveratrol, discinesia orofacial, parkinsonismo



ABSTRACT

Dissertation of Master’s Degree
Post-Graduate Course in Biological Sciences: Toxicological Biochemistry
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

EFFECT OF RESVERATROL ON MOTOR AND OXIDATIVE CHANGES INDUCED
BY RESERPINE IN MICE

AUTHOR: Alcindo Busanello
ADVISOR: Nilda Berenice de Vargas Barbosa
CO-ADVISOR: Roselei Fachinetto
PLACE AND DATE OF THE DEFENSE: Santa Maria, August 17, 2012

Reserpine treatment is a putative animal model of orofacial dyskinesia, tremor, and
Parkinsonism. Here, we examined the effects of resveratrol, a polyphenol with
neuroprotective properties primarily contained in red grapes and red wine, in an animal
model of vacuous chewing movements (VCM) induced by treatment with reserpine in
mice. Mice were treated with reserpine (1 mg/kg, subcutaneously administered on days 1
and 3) and/or resveratrol (5 mg/kg, intraperitonealy administered 3 consecutive days).
VCM, locomotor, and exploratory performance were evaluated. It was also analysed non-
proteic thiol groups and Vitamin C levels in cortex and region containing both substantia
nigra and striatum as antioxidant defense parameters. Reserpine treatment produced an
increase in VCM intensity, which was significantly reduced by resveratrol co-treatment.
Reserpine also decreased locomotor and exploratory activity in the open field test.
However, resveratrol co-treatment was not able to protect against these effects. We did not
find any statistical differences among the groups when antioxidant defense parameters
were evaluated. The data suggest that resveratrol could be a promising pharmacological
tool for treating VCM in rodents. However, further investigations are needed to understand

the exact mechanisms involved in the neuroprotective effects of resveratrol.

Key-words: Resveratrol, orofacial dyskinesia, Parkinsonism.
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APRESENTACAO

No item INTRODUCAO, esti descrita uma revisio sucinta sobre os temas
trabalhados nesta dissertacao.

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
um artigo cientifico, o qual se encontra no item RESULTADOS. As secdes Materiais e
Meétodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias Bibliograficas, encontram-se
no proprio artigo e representam a integra deste estudo.

O item CONCLUSOES encontrado no final desta dissertagio, apresenta
comentdrios gerais sobre o artigo cientifico contido neste trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citagdes que
aparecem no item INTRODUCAO desta dissertagio.
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1. INTRODUCAO

Desde o século XX as desordens motoras, comuns na doenga de Parkinson (DP) e as
induzidas por antipsicéticos como a discinesia tardia (DT), tém sido relacionadas com
alteracdes nos circuitos neuronais dos ganglios da base, com especial destaque para as
alteracdes nos circuitos dopaminérgicos. Estas alteracdes motoras tém sido amplamente
estudadas devido a sua alta prevaléncia, sendo que 1-2% da populacdo apresenta esta
alteracdo motora enquanto que 20-40% dos pacientes que fazem uso de antipsicoticos
tipicos apresentam a DT (HUGHES et al., 2000; ANDREASSEN e JORGENSSEN, 2000).

Os ganglios da base consistem em um grupo de nucleos subcorticais que t€ém sido
ligados ao controle dos movimentos desde o final do século XIX quando David Ferrier
concluiu que o corpo estriado continha os ‘“centros de integracdo automdtica ou sub-
voluntéria” dos movimentos (FERRIER, 1876). Fazem parte dos ganglios da base o nicleo
caudado, o putamen, o globo pdalido e o nucleo subtaldmico. Além disso, podemos citar
também como fazendo parte dos ganglios da base, a substincia negra, que estd
reciprocamente conectada aos ganglios da base do prosencéfalo. O caudado e o putamen,
em conjunto sdo chamados de estriado, que também € o alvo da aferéncia cortical aos

ganglios da base (BEAR, 2002).

1.1 Antipsicéticos e desenvolvimento da discinesia tardia

Os antipsicoticos sdao farmacos utilizados no tratamento de psicoses, em particular a
esquizofrenia, a qual consiste numa importante desordem mental que afeta cerca de 1% da
populagdo em todo o mundo (MAHADIK et al., 2001), independente da cultura, pais ou
grupo racial (BROMET e FENNING, 1999). A clorpromazina, uma fenotiazina, foi o
primeiro neuroléptico descrito, em 1952, por Delay e Deniker. No final da década de 50, a
flufenazina, um potente fairmaco antipsicético pertencente também a classe das fenotiazinas
foi introduzida na prética clinica (DARLING, 1959; TAYLOR, 1959). Naquela época, a
flufenazina foi considerada uma descoberta importante em relacdo as fenotiazinas ja
existentes (por exemplo, a clorpromazina) principalmente porque ndo produzia o efeito
colateral da acatisia, comum a esta classe de medicamentos (DARLING, 1959). Em 1957,

Paul Janssen descobriu a atividade antipsicitica das butirofenonas. Nesta classe, encontra-
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se o haloperidol, um antipsicético que se destaca por sua poténcia, especificidade e longa
acdo (NIEMEGEERS, 1983). A principal acdo farmacoldgica dos antipsicoticos cldssicos
ou tipicos (haloperidol e flufenazina) consiste em bloquear receptores dopaminérgicos Ds
(CREESE et al., 1976). No entanto, o tratamento com estes farmacos possui eficicia
comprometida por causar efeitos colaterais extrapiramidais agudos e cronicos como, por
exemplo, a DT e o Parkinsonismo (ANDREASSEN e JORGENSEN, 2000).

Em 1958, Schmutz et al. sintetizaram uma série de compostos identificados
quimicamente como dibenzazepinas triciclicas, sendo clozapina, o protétipo dos
antipsicoticos atipicos, uma delas (SCHMTZ e EICHENBERGER, 1982). Estes novos
compostos foram efetivos em alguns modelos animais de a¢cdo antipsicética. Contudo, em
contraste aos antipsicOticos tipicos, os antipsicOticos atipicos ndo foram efetivos em
modelos de estereotipia induzidos por anfetamina e apomorfina (HEALY, 2002; HIPPIUS,
1989).

Mais tarde, observou-se que pacientes resistentes ao tratamento com haloperidol e
clorpromazina, principalmente aqueles com sintomas negativos de esquizofrenia,
respondiam de maneira satisfatéria ao tratamento com clozapina (KANE et al., 1988).
Desta forma, novos antipsiciticos atipicos, comegaram a ser sintetizados visando minimizar
os efeitos colaterais extrapiramidais sem, contudo, diminuir a eficdcia terapéutica.
Entretanto, os antipsiciticos atipicos, além de ndo possuirem eficicia satisfatoria nos
sintomas positivos da esquizofrenia, causam uma série de efeitos colaterais, entre eles
diabetes mellitus tipo 2, agranulocitose e, em alguns casos, a prépria DT (HENDERSON,
2002). Além disso, os antipsicéticos atipicos possuem custo muito elevado se comparados
aos tipicos. Desta forma os neurolépticos cldssicos continuam sendo largamente
empregados no tratamento sintomatico das psicoses embora apresentem como efeito
adverso a DT.

A DT consiste em um disttirbio do movimento decorrente do uso prolongado de
antipsicoticos, sendo considerado o principal efeito adverso destes firmacos. As primeiras
descri¢cdes desta sindrome foram publicadas entre 1956 e 1957. Inicialmente, a DT foi
denominada de ‘“discinesia persistente” sendo também referida como ‘“sindrome buco-
linguo-mastigatéria” ou “sindrome da insuficiéncia extrapiramidal terminal” (CRANE,

1968; KANE, 1995). O termo DT foi proposto em 1964, por Faurbye e colaboradores.
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A DT caracteriza-se por movimentos anormais hipercinéticos, sem proposito,
repetitivos e involuntdrios que podem ocorrer durante ou apds a interrup¢do de um
tratamento prolongado com antipsicoticos. Estes distirbios do movimento ocorrem, mais
freqlientemente, na regido orofacial e incluem movimentos de mastigacdo, protrusdo da
lingua, estalido dos labios, movimentos de franzir a face e piscar os olhos. Em alguns
casos, os distirbios hipercinéticos podem também atingir o pescoco, 0S membros
(principalmente os superiores) € o tronco (KANE, 1995). Também podem desenvolver-se
sintomas axiais de movimentos pélvicos para frente e para trds ou movimentos rotatorios,
descontinuos, dos quadris. Estes sintomas possuem flutuacdes no decorrer do tempo,
podendo variar em intensidade até mesmo dentro do mesmo dia (GARDOS et al., 1983;
WOLFARTH e OSSOWASKA, 1989; LAPORTA et al., 1990).

Em 1988, a Associacdo Psiquidtrica Americana estimou a prevaléncia da DT em
cerca de 10 a 20% dos pacientes que utilizam cronicamente farmacos neurolépticos. Alguns
autores estimam que a média de prevaléncia da DT em pacientes recebendo tratamento com
neurolépticos cldssicos consiste de um indice em torno de 20-25%; mas este indice
aumenta com a idade. De fato, a idade € considerada um dos fatores de risco para a DT, a
qual atinge cerca de 50% dos pacientes, com mais de 50 anos de idade, em tratamento com
neurolépticos (KANE e SMITH, 1982; GARDOS et al., 1983; YASSA e JESTE, 1992).
Um dos aspectos mais graves da DT consiste na persisténcia da sindrome por meses ou até
anos apds a retirada do tratamento, ou ainda sua irreversibilidade (CRANE, 1973; JESTE et
al., 1979; CASEY, 1985; GLAZER et al., 1990).

A hipotese cléassica para explicar o desenvolvimento da DT apds uso cronico de
neurolépticos é baseada na supersensibilidade dopaminérgica. Segundo esta hipétese, a DT
¢ resultante de uma resposta do sistema nervoso central (SNC), secunddria ao bloqueio
cronico dos receptores dopaminérgicos pelos neurolépticos, em locais relacionados ao
controle dos movimentos, como a via nigro-estriatal. Em resposta a este bloqueio cronico,
ha um aumento compensatério no nimero de receptores dopaminérgicos, os quais
provavelmente respondem a menores niveis de DA levando a um estado
hiperdopaminérgico e a manifestacdes clinicas como, por exemplo, a DT (KLAWANS e
RUBOVITS, 1972; BURT et al., 1977; RUBINSTEIN et al., 1990). No entanto, esta teoria

possui algumas contradi¢des. A principal inconsisténcia da teoria € que o mais importante
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fator de risco para o desenvolvimento da DT € a idade (CAVALLERO e SMERALDI,
1995; KANE, 1995; WOERNER et al, 1998). Contudo, foi demonstrado que o
envelhecimento faz com que ocorra a redugdo tanto do nimero quanto da sensibilidade dos
receptores dopaminérgicos (LOHR e JESTE, 1988; SACHDEV, 1999).

Apesar da hipdtese da supersensibilidade dos receptores dopaminérgicos possuir
algumas inconsisténcias, o sistema dopaminérgico € reconhecido por estar diretamente
relacionado ao desenvolvimento da DT em humanos e da discinesia orofacial (DO) em
roedores. Dados da literatura demonstram que a administracdo de neurolépticos, por
bloquear receptores dopaminérgicos pré-sindpticos responsdveis pela retroinibicio da
sintese de DA, causa um aumento secundario na sintese e nos niveis extracelulares deste
neurotransmissor (LOHR, 1991; ANDREASEN e JORGENSEN, 2000), e que este
desequilibrio na neurotransmissdo dopaminérgica, em especial no estriado acarretaria no
desenvolvimento dos movimentos involuntarios. No entanto, apesar da DT ser amplamente

estudada, os mecanismos envolvidos na sua etiologia, bem como um tratamento eficaz

ainda sdo alvos de pesquisas.

1.2 Doenca de Parkinson

A DP é uma doenca neurodegenerativa de causa desconhecida. Esta doenca costuma
ter seu surgimento em pacientes que possuem em média 57 anos de idade (KOLLER et al.,
1987) e sua prevaléncia estd estimada em 1-2% da populagdo com mais de 60 anos
(HUGHES et al, 2000) sendo que com o aumento da idade este indice aumenta
consideravelmente. A DP foi primeiramente descrita em 1817, na monografia classica
“Essay on the Shaking Palsy” de James Parkinson, na qual ele descreveu as caracteristicas
clinicas desta que € a segunda doenc¢a neurodegenerativa mais comum apds a doenca de
Alzheimer (DAUER e PRZEDBORSKI, 2003). Os pacientes com DP podem apresentar um
ou mais dos seguintes sintomas:

- rigidez, que se refere ao aumento na resisténcia a0 movimento passivo dos
membros;

- bradicinesia: redu¢dao de movimentos;

- hipocinesia: redu¢@o na amplitude dos movimentos;
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- acinesia: auséncia de movimentos normais ndo-conscientes, como a movimentacao
dos bragos durante a caminhada;

- escassez de expressdo facial normal (hipomimia);

- diminuicdo do volume da voz (hipofonia);

- falha de degluti¢do (babeira);

- diminuicdo do tamanho e da velocidade da escrita;

- diminui¢do do comprimento do passo durante a caminhada.

E importante destacar que a bradicinesia pode prejudicar significativamente a
qualidade de vida destes pacientes, uma vez que torna bastante demorado a execugdo de
tarefas simples como comer e vestir-se. Os pacientes com DP também desenvolvem postura
tipicamente parada e podem perder reflexos posturais normais levando a quedas e muitas
vezes a necessidade de utilizacdo de cadeira de rodas, além da incapacidade de iniciar
movimentos (freezing). Anormalidades cognitivas e afetivas ocorrem com freqiiéncia. Os
pacientes podem tornar-se passivos ou arredios, com falta de iniciativa; podem permanecer
sentados e quietos, menos incentivados a participar de atividades; apresentam atraso de
respostas a questionamentos. Quadros de depressdo também sdo comuns nestes pacientes e
a deméncia € significativamente mais frequente em pacientes com DP comparado a outras
causas de deméncias, especialmente em idosos (DAUER e PRZEDBORSKI, 2003;
GOMEZ-ESTEBAN et al., 2007).

e A patogénese da DP ndo estd completamente elucidada, e a doenca pode ter
multiplas causas, incluindo fatores de risco genéticos (LEWITT, 2008).
Dentre os pacientes com DP, 10-15% possuem historia familiar sugestiva de
doenca hereditaria, sendo que ja foram identificadas 11 formas genéticas da
doenca (GASSER, 2007). Para os casos esporddicos, vdrias vias
metabdlicas tém sido reconhecidas, (LEWITT e TAYLOR, 2008); mas
fatores comuns de iniciacdo e finalizacdo destas vias ainda ndo sdao bem
definidos.

Os prejuizos motores da DP originam-se de perdas seletivas de neurdnios
mesencefdlicos localizados na substancia negra pars compacta (JELLINGER, 2007). Estes
neurdnios projetam-se para os nucleos caudado e putamen (o estriado), onde liberam

dopamina. A neurotransmissao dopaminérgica no estriado € o primeiro passo na sinaliza¢do
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de vias que passam, na sequencia, através do globo palido, o nicleo subtalamico e o tdlamo
em uma via para o cortex motor (WICHMANN e DELONG, 2003). O parkinsonismo surge
quando mais da metade dos terminais nervosos dopaminérgicos no estriado sdo perdidos.
H4 50 anos atrds, uma pesquisa pioneira conduzida pelos neurocientistas Arvid Carlsson e
Oleh Hornykiewicz demonstrou que o parkinsonismo poderia ser revertido
temporariamente por intervengdes farmacoldgicas que restauram a neurotransmissao
dopaminérgica estriatal (HORNYKIEWICZ, 2002). Esta reversdao pode ser realizada por
terapia de reposicao de dopamina usando tanto a L-DOPA (1-3,4-dihydroxyphenylalanine)
como agonistas dopaminérgicos. Nos estdgios iniciais da DP, o tratamento é altamente
efetivo, mas com a progressdao da doenca, as complicacdes motoras decorrentes do uso
destes farmacos tornam-se muito evidentes (JANKOVIC, 2006; JANKOVIC e STACY,
2007). Estas complicacdes incluem movimentos involuntdrios, denominados discinesia, as
quais sdo limitantes para o tratamento (AHLSKOG, J. E. e MUENTER, 2001; JANKOVIC,
2005; SCHRAG et al., 2002). Desta forma, assim como para a discinesia induzida por
antipsicoticos, a DP e discinesias decorrentes de farmacos utilizados para o seu tratamento,
ndo possuem um tratamento efetivo e desprovido de efeitos colaterais. Além disso, €
importante ressaltar que o sistema dopaminérgico, mais especificamente a via
nigroestriatal, parece ser um ponto em comum a DP e as discinesias induzidas por

antagonistas (ex. haloperidol, flufenazina) e agonistas (L-dopa) dopaminérgicos.

1.3 Sistema dopaminérgico

Existem quatro vias dopaminérgicas no cérebro de mamiferos, as quais compdem o
sistema dopaminérgico: via mesolimbica, via mesocortical, via tuberoinfundibular e via
nigroestriatal (DAHLSTROM e FUXE, 1964). A via nigroestriatal, que contém cerca de
80% da dopamina no cérebro, tem seus corpos celulares na substantia nigra e suas
projecdes para o corpo estriado (ALBIN et al., 1989). Esta via estd envolvida no
funcionamento normal dos ginglios da base e a degeneracdo dos neurénios dopaminérgicos
nigroestriatais é que leva aos sintomas motores que caracterizam a DP e a DT por esta ser
uma via que exerce controle inibitdrio sobre outras vias ndo dopaminérgicas (CROSSMAN,
1990; 2000). O sistema dopaminérgico possui como neurotransmissor a dopamina, cuja

sintese inicia-se a partir do aminodcido tirosina e tem como etapa limitante a conversao da
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tirosina a DOPA pela enzima tirosina hidroxilase (TH). Por sua vez, a DOPA € convertida a
dopamina pela enzima DOPA descarboxilase. A dopamina é, entdo, transportada do
citoplasma onde € sintetizada para vesiculas de estocagem especializadas, via transportador
vesicular de monoaminas 2 (TVMA-2). Em resposta ao estimulo do neur6nio pré-sindptico
ocorre a abertura de canais de calcio dependentes de voltagem (GOODMAN e GILMAN,
2010). O aumento na concentragdo de célcio citosélico leva a fusdo das vesiculas de
dopamina com a membrana plasmdtica e liberacdo deste neurotransmissor na fenda
sindptica. A dopamina presente no espaco sindptico pode agir em receptores
dopaminérgicos exercendo suas agdes celulares. Para a reducdo dos niveis de dopamina
extracelular, a dopamina presente no espaco sindptico pode ser transportada para o interior
dos neur6nios pré-sindpticos pelo transportador de dopamina (DAT) (AMARA e KUHAR,
1993). Além disso, a ligacdo da dopamina em receptores pré-sindpticos D2 inibe sua sintese
diminuindo, desta forma, seu armazenamento e liberacio (ALBIN et al.,, 1989). Os
principais metabdlitos da dopamina formados no sistema nervoso central (SNC) sdo
principalmente o dcido homovanilico (HVA) e o 4cido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC),
sendo estes formados principalmente através da atividade da enzima monoaminaoxidase
(MAO) acoplada na membrana mitocondrial e da catecol-O-metiltransferase (COMT).
Tendo em vista que tanto na DP como na DT o sistema dopaminérgico parece ser um ponto
em comum, dados da literatura tém dado €nfase a relacido existente entre os mecanismos

oxidativos envolvidos no metabolismo da dopamina e a génese das desordens motoras.

1.4 Metabolismo da dopamina e estresse oxidativo

O estresse oxidativo consiste numa condi¢do deletéria que resulta de mecanismos
insuficientes de neutralizacdo das espécies reativas de oxigénio (EROS), as quais podem
ser geradas por vdrias reacOes bioquimicas que envolvem a dopamina conforme
demonstrado a seguir (LOTHARIUS e BRUNDIN, 2002):

MAO

DA + O + HyQmssp~ DOPAC + NH;3 + H,0,
DA + O s SQ " + O, + 2H"
DA + 0, + 2H" st SQ + H,0,
H,0; + 2GSH s GSSG + 2H,0
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HyO, + Fe?" e~ OH" + OH + Fe*

Normalmente, as EROS sdo neutralizadas por sistemas antioxidantes intracelulares,
os quais podem estar comprometidos como resultado de processos relacionados a idade ou
a doencas. Por exemplo, muitos organismos apresentam diminui¢do nos niveis de
glutationa reduzida (GSH) durante o processo normal do envelhecimento (SOHAL e
WEINDRUCH, 1996).

Neurdnios dopaminérgicos nigrais estdo particularmente expostos ao estresse
oxidativo, porque o metabolismo da dopamina d4 origem a vdrias moléculas que podem
atuar como toxinas enddgenas se ndo forem eliminadas adequadamente, conforme as
reacoes demonstradas anteriormente. Em pH fisiolégico, a dopamina pode sofrer auto-
oxidacdo a espécies reativas toxicas, denominadas quinonas de dopamina, radicais
superoxido e peréxido de hidrogénio (GRAHAM, 1978). Por outro lado, a dopamina pode
ser desaminada enzimaticamente pela MAO ao metabdlito ndo téxico DOPAC e H,0O,
(MAKER et al.,, 1981). O radical superéxido ndo € altamente reativo, mas pode ser
convertido a H>O, pela superéxido dismutase (SOD), ou a radicais instdveis como o
peroxinitrito na presenca de oxido nitrico. O H,O, pode ser convertido em radicais
hidroxilas citotéxicos, em uma reacao que € catalisada por ferro, cujos niveis sdo mais altos
na substancia negra do que em outras regides do cérebro. As espécies reativas causam
alteracdes na funcionalidade de proteinas, lipideos e DNA. O dano aos lipideos, por sua
vez, leva a perda de integridade da membrana e aumenta a permeabilidade a fons como o
célcio, o qual pode promover excitoxicidade (HALLIWELL, 1992).

Como a dopamina citoplasmatica pode rapidamente formar EROS, a dopamina que
foi sintetizada e/ou recaptada a partir da fenda sindptica torna-se nao reativa quando
armazenada rapidamente nas vesiculas pré-sindpticas. Por sua vez, as vesiculas, devido ao
seu baixo pH e auséncia da MAO, tornam este ambiente estdvel para a dopamina. Em
condi¢cdes normais, 0 armazenamento adequado da dopamina em vesiculas € provavelmente
a principal via de protecdo das células nigrais contra os efeitos deletérios da oxidagdo da
dopamina (LOTHARIUS e BRUNDIN, 2002).

Adicionalmente, contribuindo para um maior aumento na renovagdao de dopamina e

possivel toxicidade da mesma, foi demonstrado que alguns neurolépticos, dentre eles o
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haloperidol, foram capazes de inibir a captacdo de dopamina, in vitro, via interacdo direta
com o transportador para dopamina (LEE et al., 1997). Dados prévios de nosso grupo
também demonstraram que a reducdo na capta¢do de dopamina no estriado parece estar
relacionada com a DO em ratos (FACHINETTO et al., 2007a; 2007b). Alguns modelos
experimentais t€ém sido propostos para o estudo de desordens motoras e dentre estes

podemos destacar o modelo induzido por reserpina.

1.5 Reserpina: aspectos farmacolégicos

A reserpina, um alcaldide extraido das raizes da planta Rauwolfa serpentina, que se
liga as vesiculas de armazenamento de monoaminas em neurdnios monoaminérgicos
centrais e periféricos, inibindo o transportador vesicular de monoaminas (VMAT-2) Fig.
01. Por conseguinte, as terminagdes nervosas perdem a sua capacidade de concentrar e
armazenar a monoaminas, como por exemplo, a dopamina. As catecolaminas extravasam
no citoplasma, onde sdo metabolizadas pela MAO intraneural, de modo que pouco ou

nenhum transmissor ¢ liberado das terminacOes nervosas com a despolarizagdo

(GOODMAN e GILMAN, 2010).

s Trasportador
* Vesicular de
Dopa Lonoatninas
Vesicula de (VMAT-2)

Doparninia

Eeserpmna

Eeceptor de Doparnina

Figura 01: Mecanismo de acdo da reserpina (bloqueio do transportador vesicular de

monoaminas (VMAT-2)).
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1.5.1 Mecanismo de acao

A reserpina causa deplecdo de catecolaminas das fibras simpéticas pds-ganglionares
e da medula das adrenais; a adrenalina, a noradrenalina, e a serotonina se reduzem também
no SNC, pela acdo da reserpina.

O efeito anti-hipertensivo da reserpina se deve fundamentalmente a deplecdo
periférica de catecolaminas, embora se discuta uma a¢do hipotensora de acao central.

A reserpina impede a passagem de NA do axoplasma para o interior da vesicula de
estocagem através da inibicdo do sistema ATP-Mg. A NA no citoplasma € entdo
metabolizada pela MAO, o que leva a uma redugcdo da fung¢do simpdtica. Os efeitos
hemodinamicos resultantes sdo dependentes do grau de deplecio de NA. Assim, doses
elevadas podem causar hipotensdo ortostdtica, e doses pequenas produzem efeito anti-
hipertensivo discreto (SILVA, 2010).

1.5.2 Farmacocinética

A reserpina € bem absorvida por via oral e, em decorréncia de sua a¢do cumulativa,
requer de 2 a 3 semanas para exibir o efeito anti-hipertensivo maximo. Nao hd correlacao
entre os niveis plasmaticos e o efeito terapéutico. Sdo necessarios cerca de 21 dias para que
a reserpina seja totalmente eliminada do organismo (SILVA, 2010).

1.5.3 Usos clinicos

Para o tratamento de hipertensos em regime ambulatorial, as doses iniciais variam
de 0,25 a 0,5 mg diariamente, por 7 dias. A seguir usam-se doses de manutencdo entre 0,1 a
0,25 mg didrios. A administracdo parenteral de reserpina causa acentuada obnubilacio e
pode dificultar a avaliagdo de fungdes neuroldgicas. Por esse motivo, em urgéncias
hipertensivas em que o acidente vascular encefalico seja uma iminéncia ou uma condicao ja
instalada, a reserpina nio deve ser usada. Quando houver indicacio, a dose intramuscular é
de 1 a 2,5 mg, e o efeito anti-hipertensivo maximo ocorre apds 1 a 3 horas. Nao ha

vantagem em utilizar-se a via intravenosa (SILVA, 2010).

1.6 Reserpina: modelo de distarbio motor

Alguns modelos animais tém sido propostos para estudar a patofisiologia de
desordens motoras que ocorrem em humanos (NEISEWANDER et al, 1991; 1994;
SALAMONE e BASKIN, 1996; BURGER et al.,, 2004; 2005; CASTRO et al., 2006;
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FACHINETTO et al.,, 2005; 2007a; 2007b). Dentre estes estd o modelo experimental
induzido por reserpina que produz movimentos extrapiramidais considerados relacionados
a discinesia orofacial por alguns autores e ao parkinsonismo por outros (NEISEWANDER
et al, 1991a; 1994; SALAMONE e BASKIN, 1996; BURGER et al.,, 2004; 2005;
AGUIAR et al., 2009; PEREIRA et al., 2011).

Os modelos agudos, como é o caso da reserpina, em geral t€ém sido criticados
quando relacionados a discinesia tardia devido a uma série de fatores, sendo que a principal
critica consiste no fato de a sindrome extrapiramidal aguda apresentar mais similaridades
com Parkisonismo do que com a DT propriamente dita (EGAN et al., 1996). Desta forma, a
idéia proposta inicialmente de que o moldelo refere-se a DT (NEISEWANDER et al.,
1991a,b; NEISEWANDER et al., 1994; BALDESSARINI e TARSY, 1980) vem sendo
contestada por outros autores (SALAMONE e BASKIN, 1996; SALAMONE et al., 2008).

Com relacdo aos mecanismos de inducdo de desordens motoras pela reserpina, tem
sido proposto que um aumento nos niveis de dopamina extracelulares pode ser responsavel
pela toxicidade dopaminérgica induzida pelo tratamento com reserpina em animais
(NEISEWANDER et al., 1991a; 1994; ANDREASSEN e JORGENSEN, 2000). Conforme
descrito anteriormente, a reserpina previne o armazenamento da dopamina em vesiculas
neuronais pré-sinapticas por interferir com o VMAT-2. Desta forma, ocorre um aumento na
formagdo de metabdlitos acidicos e H,O, como consequéncia do aumento no catabolismo
citosdlico da dopamina pela MAO. Esta a¢do da reserpina mimetiza, pelo menos em parte,
o turnover aumentado da dopamina em terminais dopaminérgicos que tem sido verificados
no curso da DP (ABfLIO et al., 2004; BURGER et al., 2004; NAIDU et al., 2004; BILSKA
et al., 2007) e também nas fases iniciais do tratamento com neurolépticos que leva a DO.

Tendo em vista que o metabolismo da dopamina pode levar a um aumento das
EROS, diversos trabalhos tém investigado o papel de antioxidantes em modelos de
desordens motoras com efeito promissor em alguns casos. Em modelos animais de
discinesia, diferentes paradigmas experimentais confirmam a acdo protetora de
antioxidantes (BURGER et al., 2004; JACKSON-LEWIS et al.,, 1991; NAIDU et al.,
2003a; SINGH et al., 2003), enquanto pré-oxidantes, tais como a neurotoxina mitocondrial

acido 3-nitropropidnico, agravam o efeito da reserpina ou haloperidol no desenvolvimento
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da discinesia orofacial (BERGAMO et al., 1997; CALVENTE et al., 2002; BURGER et al.,
2004).

Embora os mecanismos de inducao da DO por neurolépticos pareca ter semelhancas
com os mecanismos de inducdo da DO por reserpina, dados do nosso grupo mostram que a
Valeriana officinalis, por exemplo, foi efetiva em reduzir apenas a DO induzida por
reserpina € ndo por haloperidol (FACHINETTO et al., 2007a; PEREIRA et al., 2011),
demonstrando que devem existir diferencas importantes entre estes dois modelos. Além
disso, estes resultados sdo de fundamental importincia na busca de terapias naturais para o
tratamento de desordens neuroldgicas. Neste contexto o resveratrol pode ser promissor no
tratamento de desordens motoras relacionadas ao sistema dopaminérgico uma vez que além

da acdo antioxidante, possui algumas acoes relacionadas ao sistema dopaminérgico.

1.7 Resveratrol

O resveratrol (3,4,5-tri-hidroxi-trans-estilbeno) ¢ uma fitoalexina polifendlica que
ocorre naturalmente em muitas espécies de plantas, incluindo uvas vermelhas (PERVAIZ e
HOLME, 2009). A concentracio de resveratrol varia bastante de acordo com a fonte, sendo
que o vinho tinto normalmente apresenta uma concentracdo de 0,1-14,3 mg/L (BAUR E
SINCLAIR, 2006). Com relacdo a toxicidade, poucos sdo os relatos, sendo que em ratos
mesmo doses de 300 mg/kg ndo apresentam efeitos toxicos (BAUR E SINCLAIR, 2006).
Esta fitoalexina tem recebido atencdo especial na literatura nas ultimas décadas devido a
seus efeitos cardioprotetor, antioxidante, imunomodulador, anti-carcinogénico e
neuroprotetor RAMASSAMY, 2006; PERVAIZ e HOLME, 2009). Com énfase no sistema
dopaminérgico, dados da literatura t€ém demonstrado que o resveratrol possui agdo protetora
contra a neurotoxicidade dopaminérgica em animais experimentais (JIN et al., 2008;
BLANCHET et al., 2008) e também restaura a expressdao do transportador de dopamina
(TDA) em neurdnios dopaminérgicos tratados com ifon 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPP*) (GELINAS e MARTINOLI, 2002). Alguns trabalhos tém
demonstrado que o tratamento com resveratrol também € eficaz em modular a atividade da
MAO (XU et al., 2010). Além disso, estudos tém sugerido que o resveratrol pode exercer
seus efeitos benéficos através de uma interacdo com as moléculas que conferem resisténcia

ao estresse oxidativo (ANEKONDA, 2006; BAUR e SINCLAIR, 2006).
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Com énfase em patologias neuroldgicas, varios ensaios clinicos mostram a
efetividade do resveratrol presente em frutas vermelhas e vinho tinto em conferir
neuroprotecdo contra os sintomas causados pelo Alzheimer (KWON et al., 2010) em
humanos (VINGTDEUX et al., 2008; KIM et al., 2010; SUN et al., 2010). No entanto, sdo
escassos os dados na literatura demonstrando a acdo do resveratrol em desordens como DO
e DP.

Tendo em vista que o sistema dopaminérgico estd diretamente envolvido com o
desenvolvimento de desordens motoras, as quais sdo complicagdes severas em algumas
desordens neuroldégicas; torna-se importante a realizacdo de estudos que visem buscar,
através do uso do resveratrol uma forma de tratamento eficaz que possa atenuar, prevenir

e/ou retardar os efeitos deletérios causados por desordens neuroldgicas.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo consiste em avaliar o efeito do resveratrol em um

modelo de desordem motora induzido por reserpina em camundongos.

Objetivos especificos
—> investigar o efeito do resveratrol sobre os movimentos de mascar no vazio

induzidos por reserpina em camundongos;

—> verificar o efeito do resveratrol sobre parametros locomotores em camundongos

tratados com reserpina;

- Investigar possiveis alteracdes ocasionadas pelo resveratrol e/ou reserpina sobre

parametros de defesas antioxidantes em cortex e regido estriato nigral em camundongos.
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3- RESULTADOS

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
artigo cientifico, o qual se encontra aqui organizado. Os itens Materiais e Métodos,
Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias Bibliogréficas, encontram-se no
proprio artigo. O artigo estd disposto na forma que foi publicado na edicdo da revista

cientifica Behavioural Pharmacology.
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3.1 - O RESVERATOL PROTEGE CONTRA OS MOVIMENTOS DE MASCAR
EM UM MODELO INDUZIDO POR RESERPINA EM CAMUNDONGOS

Artigo

RESVERATROL PROTECTS AGAINST A MODEL OF VACUOUS
CHEWING MOVEMENTS INDUCED BY RESERPINE IN MICE

ALCINDO BUSANELLO; NILDA BERENICE VARGAS BARBOSA; LUIS RICARDO
PEROZA; LUANA ECHEVERRIA FARIAS; MARILISE ESCOBAR BURGER; KATIA
PADILHA BARRETO; ROSELEI FACHINETTO.

Behavioural Pharmacology 22 (1) (2011) 71-75.
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Short report 1

Resveratrol protects against a model of vacuous chewing
movements induced by reserpine in mice

Alcindo Busanello®, Nilda Berenice Vargas BarbosaP, Luis Ricardo Peroza?,
Luana Echeverria Farias®, Marilise Escobar Burger®, Katia Padilha Barreto®

and Roselei Fachinetto®

Reserpine treatment is a putative animal model of
orofacial dyskinesia, tremor, and Parkinsonism. Here,

we examined the effects of resveratrol, a polyphenol
with neuroprotective properties primarily contained in
red grapes and red wine, in an animal model of vacuous
chewing movements (VCM) induced by treatment

with reserpine. Mice were treated with reserpine (1 mg/kg,
subcutaneously on days 1 and 3) and/or resveratrol

(5 mg/kg, intraperitonealy 3 consecutive days). VCM,
locomotor, and exploratory performance were evaluated.
Reserpine treatment produced an increase in VCM
intensity, which was significantly reduced by resveratrol
co-treatment. Reserpine also decreased locomotor and
exploratory activity in the open field test However,
resveratrol co-treatment was not able to protect against
these effects. The data suggest that resveratrol could
be a promising pharmacological tool for studying VCM

Introduction

Extrapyramidal symptoms are associated with important
neurological disorders in humans. Parkinson’s disease and
"Tardive dyskinesia are chronic and progressive neurode-
generative diseases associated with impairment of motor
function with clinical relevance because of their high
incidence in the population (Kane and Smith, 1982; Jicha
and Salamone, 1991; Woerner ef &/., 1991; Andreassen and
Jorgensen, 2000; Bove e al., 2005). Despite numerous
studies of syndromes, their etiology remains incompletely
understood. However, data in the literature have pointed
to the loss of dopaminergic neurons, especially in the
basal ganglia, as the main cause of these disorders
(Andreassen er 4., 2003; Lohr ez 4/., 2003).

Corroborating these findings, several studies have showed
alterations in dopamine homeostasis in patients pre-
senting disturbed oral movements (Burt & a/, 1977;
Andreassen and Jorgensen, 2000). It is proposed that
disturbances of dopamine homeostasis could lead to
neurotoxic events through autooxidation of dopamine
(Andreassen and Jorgensen, 2000). Several studies have
shown that dopamine autooxidation can produce oxida-
tive stress, which has been correlated with the occurrence
of Parkinson’s disease and Tardive dyskinesia (Yokoyvama
et al.,, 1998; Dauer and Przedborski, 2003; Lohr ez 4/,
2003).
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in rodents. However, further investigations are needed
to understand the exact mechanisms involved in

the neuroprotective effects of resveratrol. Behavioural
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Animal models have been proposed to study the
pathophysiology of abnormal oral movements (Neisewan-
der ez af., 1991, 1994; Salamone and Baskin, 1996; Burger
et al., 2003, 2005; Naidu e a/., 2004, 2006; Faria ez af,
2005; Castro ez al., 2006; Fachinetto er a/., 2005; 2007a;
2007b). One model uses reserpine to induce extrapyr-
amidal symptoms related to Parkinsonism and orofacial
dyskinesia in experimental animals (Neisewander ez o/,
1991, 1994; Salamone and Baskin, 1996; Burger er af.,
2003; Salamone ez @/, 2008; Aguiar e @, 2009). It has
been proposed that an increase in extracellular dopamine
levels may be responsible for the dopaminergic toxicity
evoked by reserpine treatment in animals (Neisewander
e al., 1991, 1994; Andreassen and Jorgensen, 2000).
Reserpine prevents the storage of dopamine in neuronal
transmitter vesicles by interfering with the vesicular
monoamine transporter. In this condition, the formation
of acidic metabolites and hydrogen peroxide is increased
as consequence of accelerated oxidative catabolism of
cytosolic dopamine by monoamine oxidase. This action of
reserpine mimics, to some extent, the increased turnover
of dopamine at dopaminergic terminals that has been
verified in the course of Parkinson’s discase (Abilio e a/.,
2002; Burger er /., 2003; Naidu e af., 2004; Bilska and
Dubiel, 2007) and also at the beginning of treatment with
neuroleptic drugs that leads to orofacial dyskinesia.
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Resveratrol (3,5,40-trihydroxy-trans-stilbene) is a phyto-
alexin found in grapes, cranberries, and peanuts (Pervaiz
and Holme, 2009). It has been reported that resveratrol
has powerful antioxidative, anticancer, anti-inflammatory,
and estrogenic activities (Ramassamy, 2006; Pervaiz and
Holme, 2009). Indeed, there is evidence that resveratrol
may exert its beneficial effects through an interaction
with molecules associated with resistance to cellular
stress (Anekonda, 2006; Baur and Sinclair, 2006). Of
particular importance, a significant neuroprotective role
of red grapes and red wine consumption in humans has
been shown (Vingtdeux ez @/., 2008; Kim e /., 2010; Sun
er al., 2010). However, there have been no studies of
the efficacy of resveratrol to attenuate reserpine-induced
extrapyramidal symptoms. Thus, in this study we in-
vestigated the possible protective effect of resveratrol in
a vacuous chewing movements (VCM) model induced by
reserpine in mice.

Methods

Subjects

Albino Swiss mice weighing 27-32g from our own
breeding colony were kept in cages of 4-3 animals each,
with continuous access to food and water in a room with
controlled temperature (22 = 3°C) and on a 12-h light/
dark cycle with lights on at 7:00. a.m. The subjects were
maintained and used in accordance to the guidelines of
the Brazilian Society of Association for Laboratory Animal
Science.

Treatments

The mice were randomly divided into following groups
(four to five animals per group): (i) control group; (ii)
resveratrol group; (iii) reserpine group; and (iv) reserpine
and resveratrol group.

Reserpine was dissolved in acetic acid 0.1% in saline 0.9%
and administered at a dose of 1 mg/kg subcutaneously on
days 1 and 3 of treatment. Resveratrol was dissolved in
saline (0.9%) and administered intraperitoneally on 3
consecutive days (5 mg/kg) beginning on the same day as
the first reserpine injection. Control rats were similarly
treated with the respective vehicles.

Quantification of vacuous chewing movements

VCM were assessed 48 h after the last administration of
reserpine and/or resveratrol. Mice were placed indivi-
dually in cages (20x20x 19cm) and hand-operated
counters were used to quantify VCM frequency. VCMs
are defined as mouth openings in the vertical plane
that are not directed toward any object. Each individual
mouth opening was counted as a single VCM. VCMs
occurred during a period of grooming were not taken into
account. VCMs were measured continuously for 6 min
after a period of adaptation (6 min). During the observa-
tion sessions, mirrors were placed under the floor of the
experimental cage to permit observation when the animal

was facing away from the observer. Experimenters were
always blind with regard to the treatment conditions
(Neisewander ez a/., 1994; Abilio e af., 2002; Burger et al.,
2003; Naidu ez a/., 2004).

Open field test

To analyze possible changes in spontancous locomotor
and exploratory activity caused by treatment with reser-
pine and/or resveratrol, the animals were placed indivi-
dually in the center of a circular open field arena divided
into nine parts (Broadhurst, 1960). The effect of drugs on
behavior was examined after reserpine and resveratrol
treatment (on day 5). The number of rearing and the
number of line crossings were measured over 5min.
Sections of open field test were evaluated immediately
before VCMs quantifications.

Drugs

Reserpine  (methyl reserpate 3,4,5-trimethoxybenzoic
acid ester) was obtained from Sigma (St Louis, Missouri,
USA). Resveratrol was bought from Pharma Nostra
(Chengdu Hawk Bio Enginnerin, China) and its purity
and structure was confirmed by chromatography and
nuclear magnetic resonance, respectively (data not
shown).

Statistical analysis

VCM and open field test (rearing and crossings) data
were analyzed by one-way analysis of variance, followed
by Duncan’s multiple range tests when appropriate.
£ values are presented in the text only if significant at
P value of less than 0.03.

Results

Effects of resveratrol on VCM induced by reserpine
Reserpine treatment caused a significant increase in
VCM compared with the control group [£(3,17) = 36.07,
£ <0.001; Fig. 1]; co-treatment with resveratrol pre-
vented this effect (£ < 0.05). Resveratrol did not cause
any effect on VCM when administered alone.

Effects of reserpine and/or resveratrol on locomotor
and exploratory

Reserpine treatment caused a marked decrease in loco-
motor activity [#(3,17) =12.47, P<0.001, Fig. 2a] and
exploratory activity [F(3,17) =5.08, P<0.02, Fg. 2b],
represented by the number of crossings and rears in the
open field test. Resveratrol co-treatment did not prevent
these effects. Resveratrol alone did not modify either
measure.

Discussion

Neurodegenerative diseases are present in a high per-
centage of the population and can cause devastating
clinical symptoms including ataxia, tremor, and move-
ment disorders because of dysfunction and loss of specific
neurons in the brain. These include Parkinson’s disease
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and the Tardive dyskinesia syndrome caused by pharma-
cological treatment of schizophrenia and other disorders
(Kane and Smith, 1982; Jicha and Salamone, 1991:
Woerner e al, 1991; Andreassen and Jorgensen, 2000;
Bove er al,, 2005). Several studies have been performed
to secarch the mechanisms and possible treatments for
neurodegenerative diseases (Liu er @/, 2010). However,
the exact pathophysiological mechanisms remain un-
known (Yokoyama e «/, 1998; Andreassen er af., 2003;
Dauer and Przedborski, 2003; Jenner, 2003; Lohr er /.,
2003) and there are no pharmacological treatments for
neurodegenerative diseases that are considered really
effective.

Alternative treatments using substances naturally pre-
sents in beverages such as tea and red wine have been
proposed in the literature, mainly based on antioxidant
properties of their chemical constituents (Zafar ez af,
2003; Ahmad ez al., 2005; Ishrat ez @/, 2009). Many studies
have shown the effectiveness of natural products against a
number of pathological conditions, such as cancer, cardio-
vascular, and neurological disorders (Ramassamy, 2006;
Pervaiz and Holme, 2009). It is important to emphasize
that, in general, natural products exhibit protective
effects against various pathologies without significant
side effects (Colpo ez af., 2007; Cottart ez a/., 2010; Khan
e al., 2010; Wagner e /., 2010). An important neuropro-
tective action of red grapes and red wine has been shown
in humans (Hall ez «/., 2010). Most of these effects have
been attributed to the presence of natural constituents
such as resveratrol, a polyphenol that has shown
beneficial effects in humans and in different animal

[ Control £ZZZ Resveratrol [ZZAReserpine
EE Reserpine + resveratrol

Effects of reserpine and/or resveratrol in the open field test in mice.
(a) Number of crossings and (b) rearing in 5min. Values of number
of crossings and rearing are means + standard error of maen; control,
n=>5; resveratrol, n=4; reserpine, n="5; reserpine + resveratrol, n=4
*Significant differences from control group; *Significant difference from
resveratrol group

disease models (Gélinas and Martinoli, 2002; Anekonda,
2006; Kumar e @/, 2006; Luo and Huang, 2006; Khan
a al., 2010; Xu er al., 2010). However, effects of resveratrol
against extrapyramidal symptoms induced by reserpine
treatment have not been shown earlier.

Qur results show that resveratrol was effective, in mice,
in reducing the number of VCM, an orofacial move-
ment used as a model of extrapyramidal symptoms
(Neisewander ez @/, 1991, 1994; Salamone and Baskin,
1996; Andreassen and Jorgensen, 2000; Salamone er /.,
2008). Reserpine is a monoamine-depleting agent that
exerts its detrimental effects through blockage of the
vesicular monoamine transporter in the central nervous
system (Abilio ez @/, 2002; Burger ez a/., 2003; Naidu er o/,
2004; Bilska and Dubiel, 2007), leading to an increase in
monoamine turnover, mainly in basal ganglia, that is
related to extrapyramidal symptoms. The increase in
monoamine metabolism through the activity of mono-
amine oxidase can produce hydrogen peroxide that may
interact with transition metals that are present at high
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levels in the basal ganglia, producing free radicals (Coyle
and Puttfarcken, 1993; Lohr e /., 2003). Other
antioxidants have been shown to prevent the appearance
of VCM in the reserpine model (Burger er @/, 2003; Naidu
et al., 2004; Salamone ez @/., 2008). Resveratrol has potent
antioxidant properties (Jin ez a/., 2008; Yousuf ez af., 2009)
and also inhibits monoamine oxidase activity (Yanez es a/.,
2006), which could protect the accelerated metabolism
of moncamines. Thus, is reasonable to assume that the
antioxidant capacity of resveratrol combined with its
effect in reducing monoamine metabolism may be
responsible for the reduction of reserpine-induced VCM.

Another effect commonly associated with reserpine
administration in rodents is a decrease in locomotor and
exploratory activity (Neisewander & @/, 1991, 1994). As
expected, reserpine administration caused a pronounced
reduction in these behaviors. However, these effects of
reserpine were not reversed by co-treatment with res-
veratrol. The divergent effects of resveratrol on the
behaviors examined may reflect the differential anatomi-
cal actions of resveratrol, as VCM have been linked to
actions on the ventrolateral neostriatum, whereas the
suppression of locomotion resulting from dopamine
depletion has been linked to the nucleus accumbens
(Kelley ez /., 1989; Salamone ez a/., 1998).

In summary, the results obtained in this study show that
resveratrol prevents the neurotoxic effects of reserpine in
an animal model of VCM, suggesting a possible use of this
polyphenol as a therapeutic agent for treating Parkinson-
ism. However, additional investigations to determine the
efficacy of resveratrol in reducing extrapyramidal symp-
toms and its ability as an antioxidant agent are warranted.
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3.2 DADOS ADICIONAIS

Preparacio tecidual para os ensaios ex vivo

Apés a avaliacdo comportamental, os animais foram mortos por deslocamento
cervical e o cérebro imediatamente retirado. O cortex, e o estriado juntamente com a regido
contendo a substincia negra foram dissecados e homogeneizados em tris-HC1 10 mM
pH=7.4 para determinacdo de parametros antioxidantes. As amostras foram centrifugadas e
o sobrenadante foi precipitado na propor¢do de 1:1 com TCA 10% para a determinagdo dos

niveis de tidis ndo protéicos e de acido ascorbico.

Niveis de tdis ndo protéicos

Os  niveis de  tidis  ndo-protéicos  (TNP)  foram  determinados
espectrofotometricamente (412 nm) conforme previamente descrito por Ellman (1959),

utilizando como padrao glutationa (GSH).

Niveis de acido ascorbico

Os niveis de 4cido ascorbico (AA) foram determinados espectrofotometricamente
(520 nm) conforme previamente descrito por Jacques-Silva et al. (2001), utilizando como

padrdo 4cido ascoérbico.

Dosagem de proteina

A quantificacdo da proteina total nas estruturas cerebrais foi realizada pelo método

descrito por Lowry et al. (1951), usando a albumina sérica bovina como padrao.

Analise estatistica

Os dados foram analisados por ANOVA de 1 via, seguidos pelo teste Post Hoc
Tukey quando apropriado. As andlises foram consideradas estatisticamente significativas

quando p < 0,05.
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Resultados

Os dados da figuras 3 e 4 mostram que o conteido de tidis ndo-protéicos e acido
ascOrbico de cortex, e regido contendo estriado e substincia negra ndo foram modificados

pelo tratamento com reserpina e/ou resveratrol quando comparado ao controle.
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Figura 3: Efeito do resveratrol e/ou reserpina sobre os niveis de tiis ndo-protéicos (TNP)

em (a) cortex e (b) regido contendo o estriado e a substancia negra em camundongos.
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Figura 4: Efeito do resveratrol e/ou reserpina sobre os niveis de dcido ascérbico em (a)

cortex e (b) regido contendo o estriado e a substancia negra em camundongos.
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3.3 Discussao dos dados adicionais

O estresse oxidativo tem sido proposto como um importante mecanismo nha
patogénese da DT. E sugerido que o aumento nos niveis da DA causado pelos neurolépticos
estimula a producdo de substancias reativas de oxigénio como produtos do metabolismo da
DA por via enzimatica ou ndo enzimatica (por exemplo, peréxido de hidrogénio e quinonas
de DA) (Andreassen e Jorgensen, 2000). Contudo, existem muitos resultados contraditérios
nos estudos que investigam o estresse oxidativo na DT. De fato, o tratamento prolongado
da DT com Vitamina E tem apresentado pouco sucesso (Lohr e cols., 1987; Egan e cols.,
1992; Adler e cols., 1999). Além disso, a vitamina E produziu resultados contraditérios nos
parametros de DO causados por tratamento cronico com flufenazina em ratos (Sachdev e
cols., 1999; Lohr e cols., 2000). Neste contexto, demonstramos que o tratamento com
reserpina ou resveratrol ndo alterou os niveis de vitamina C e tidis nao-proteicos quando
comparados com os animais do grupo controle. Estes dados, portanto, indicam que o
estresse oxidativo pode ndo ser o principal fator envolvido no desenvolvimento de
movimentos de mascar no vazio induzidos por reserpina ou pode estar ocorrendo em um
grupo especifico de neurdnios o que dificulta a deteccdo pelas técnicas utilizadas neste
trabalho. Além disso, o resveratrol poderia estar evitando as alteragdes motoras por

mecanismos ndo diretamente dependentes de sua atividade antioxidante.
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4. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados nesta dissertacdo podemos concluir que:

- 0 uso do resveratrol como terapia natural pode ser considerado promissor, visto que o co-
tratamento com este flavondide foi efetivo em reduzir a intensidade dos movimentos de

mascar no vazio induzidos por reserpina;

- 0 tratamento com resveratrol ndo alterou o déficit locomotor induzido por reserpina em
camundongos, sugerindo que o resveratrol possa ter uma acdo especifica em vias
responsdveis pelos movimentos de mascar no vazio, as quais sdo diferentes daquelas

relacionadas com a atividade locomotora esponténea;

- os efeitos neurotdxico da reserpina e neuroprotetor do resveratrol ndo foram associados
com alteragdes nos niveis de tidis nao-protéicos e acido ascérbico nas regides cerebrais

cortex, regido contendo estriado e substancia negra.
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5. PERSPECTIVAS

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, temos como perspectivas:

- Investigar os efeitos do resveratrol em modelos de discinesia orofacial agudo e cronico em
ratos;

- Com foco no sistema dopaminérgico, investigar o0s possiveis mecanismos envolvidos na
neuroprotecdo oferecida pelo resveratrol nesses modelos: participagdo da atividade da MAO;
alteracdoes na expressdo protéica dos transportadores de dopamina; possivel interacdo do

resveratrol com receptores de dopamina e atividade da tirosina hidroxilase.
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