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“O verdadeiro cientista nunca perde a capacidade de

se encantar. Esta é a esséncia do seu ser”

J. Robert Oppenheimer (1904-1967)
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Resumo

A Doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa comum,
gue afeta principalmente pessoas idosas. Caracteriza-se pela morte progressiva
de neurbnios dopaminérgicos do sistema nigroestriatal, levando ao aparecimento
de sintomas que caracterizam a tétrade classica da doenca: tremor em repouso,
rigidez muscular, bradicinesia e instabilidade postural. Ha evidéncias de que tanto
fatores genéticos como ambientais contribuam para o desenvolvimento da
doenca. A fim de se melhor entender os mecanismos subjacentes a doenca varios
modelos animais foram desenvolvidos que mimetizam algum aspecto da
degeneracdo dopaminérgica envolvida na DP. A injecdo intracerebral de 6-OHDA
€ um dos modelos mais utilizados. Esta toxina é preferencialmente injetada no
estriado ou na substancia negra, onde promove destruicdo seletiva de neurdnios
catecolaminérgicos da via nigroestriatal. Quando a injecao € unilateral, os animais
apresentam um comportamento rotatério estereotipado apds inducao
farmacoldgica e tal comportamento tem sido muito usado pra medir o grau de
degeneracéo nigroestriatal. Este modelo esta bem caracterizado em ratos e tem
sido uma ferramenta Util para testar terapias celulares ou farmacoldégicas com
potencial neuroprotetor. Camundongos, assim como ratos, também sao
largamente utilizados em diversos estudos relacionados a DP. O presente
trabalho teve como objetivo melhorar a caracterizacdo do modelo de
hemiparkinsonismo baseado em uma injecdo Unica intraestriatal unilateral de 6-
OHDA em camundongos C57BL6, visando avaliar o curso temporal da
degeneragcdo dos neurdnios dopaminérgicos na substancia negra e o grau de
correlagcdo entre a degeneracdo neuronal e alteracbes comportamentais. Os
nossos resultados mostraram que, apo6s uma Unica injecao de 10 pg de 6-OHDA
no estriado, ocorre degeneracdo progressiva dos neurdnios nigrais em funcdo do
tempo de sobrevida, e que existe uma correlagdo alta entre a taxa de
degeneracdo e 0 comportamento rotatorio induzido por apomorfina.
Comportamentos motores espontaneos de ambulagédo e bipedestagcédo tiveram
correlagdo menor com a degeneracao. Portanto, sugerimos que o comportamento
rotatorio induzido por apomorfina € um bom indicativo do grau de assimetria na
via nigroestriatal de camundongos com hemiparkinsonismo induzidos por 6-OHDA
e que pode ser uma ferramenta muito Util em experimentos que visem testar
terapias com potencial neuroprotetor para a doenca de Parkinson.

Palavras chaves: Doenca de Parkinson, 6-hidroxidopamina, neurodegeneracao.
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Abstract

Parkinson‘s disease (PD) is a common neurodegenerative disease that
affects mainly elderly people. It is characterized by the progressive cell death of
dopaminergic neurons in the nigrostriatal system, which causes the development
of the classic tetrad of symptoms: resting tremor, muscular rigidity, bradikynesia
and postural instability. There is evidence that both genetic and environmental
factors play a role in the development of the disease. In order to better understand
the mechanisms undelying this disease, several animal models have been used to
mimic some aspect of the dopaminergic degeneration. The intracerebral injection
of 6-OHDA has been one of the most used PD model. This toxin is preferentially
injected into the striatum or in the substantia nigra to provoke a selective
degeneration of dopaminergic neurons from the nigrostriatal pathway. When a
unilateral injection is used, the animals display a stereotypical rotational behavior
after pharmacological induction, and such behavior has been largely used as a
measure of the degree of nigroestriatal degeneration. This model is well
characterized in rats and has been an useful tool to test neuroprotective therapies.
Mice, as much as rats, are also largely used in studies of DP, but the 6-OHDA
model has not been well described. The objective of the present work was to
improve the characterization of the hemiparkinsonism model based on a single
unilateral intraestriatal injection of 6-OHDA in C57BL6 mice, to provide a more
detailed evaluation of the temporal course of the neuronal dopaminergic
degeneration in the substantia nigra and to establish the degree of correlation
between the degeneration and behavioral changes. Our results showed that a
single injection of 10 pg of 6-OHDA into the striatum causes progressive
degeneration of nigral dopaminergic neurons dependent of survival time, and that
there is a high correlation between the rate of degeneration and the rotational
behavior induced by apomorphine. Spontaneous motor behaviors such as
ambulation and rearing had a lower correlation with the degeneration. Therefore,
we suggest that the rotational behavior induced by apomorphine provides a good
measure of the degree of asymmetry in the nigrostriatal pathway of mice with 6-
OHDA-induced hemiparkinsonism and that it can indeed be an useful tool in
experiments to test therapies with neuroprotective potential for Parkinson’s
disease.

Key words: Parkinson’s disease, 6-hydroxydopamine, neurodegeneration.
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Figura 9

Figura 10

sobrevida. Os animais do grupo de 1 dia rodaram na direcéo
ipsilateral ao lado injetado, enquanto que os animais de 7, 14 e
28 dias a rotacdo foi para o lado contralateral a injecdo da
toxina. O grupo de 3 dias apresentou variagdo neste
comportamento, sendo que trés animais tiveram comportamento
ipsiversivo, trés nao rodaram e um animal apresentou
comportamento contraversivo. Observa-se um aumento gradual
no numero de rotacbes com o aumento no tempo de sobrevida
apos a injecédo, significando que a degeneracao continua até 28
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dopaminérgico com o aumento no tempo de sobrevida.
Comparando-se com a figura 6, observa-se correlacado entre o
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aumento de rotacOes para o lado contralateral a lesao (vide
figura 6). Nao observamos diminui¢do significativa no percentual
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estriado esquerdo. Na figura estdo representados os valores

X1

32



Figura 11

Figura 12

médios de rotacdo observada nos grupos de 14 e 28 dias de
sobrevida, sendo que os animais do grupo de 14 dias foram
submetidos 2x ao teste e o grupo de 28 dias foi submetido 4x ao
teste. As barras brancas representam a meédia de rotacdes no
grupo de 14 dias, enquanto que as barras pretas a média de
rotacbes no grupo de 28 dias de sobrevida. Observa-se
aumento progressivo na média de rotacbes com aumento da
sobrevida. Nao houve diferenca significativa entre os grupos de
14 e 28 dias comparando-se o0s testes realizados no 7° e no 14°
dia N=7 para cada o grupo de 14 dias de sobrevida, e N=6 para
cada grupo o grupo de 28 dias de sobrevida. Teste t, p*<0,05)....

Comportamento ambulatério de animais injetados com 6-OHDA
ou com solucéo salina (controles) antes e depois da injecao. Os
valores séo expressos em percentual em relagéo ao valor médio
absoluto do grupo controle correspondente. Em A—E, mostramos
0s resultados para os grupos com sobrevida 1, 3, 7, 14 e 28
dias. As barras brancas representam o0s grupos injetados com
solucdo salina, enquanto que as barras pretas 0s grupos
injetados com 6-OHDA. Pelo comportamento dos grupos
controles (barras brancas), observa-se que ocorre algum grau
de habituacdo ao teste com diminuicAo do numero de
cruzamentos com a repeticdo do teste, que pode ser constatado
nos grupos de 14 e 28 dias de sobrevida (3 vezes para 0 grupo
de 14 dias e 5 vezes para o grupo de 28 dias), graficos D e E
respectivamente. Apesar desta habituagdo, os resultados
mostram que a injecdo de 6-OHDA provoca diminuicdo mais
acentuada na ambulacdo, e isso pode observado em todos os
grupos e tempos de sobrevida (teste t, p<0,05), exceto no ultimo
teste do grupo de 28 dias (grafico E). N=5 para cada grupo

controle, e N=5-7 para cada grupo injetado com 6-OHDA............

Ambulacdo de animais de 28 dias injetados com 6-OHDA ou
com solugcdo salina (controles) antes e depois da cirurgia de
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estereotaxia. Os valores estdo expressos em percentual em
relacdo ao valor médio absoluto do grupo controle. As barras
brancas representam os grupos injetados com solugcdo salina,
enquanto que as barras pretas os grupos injetados com 6-
OHDA. Pelo comportamento dos grupos controles (barras
brancas), observa-se que ocorre algum grau de habituagéo ao
teste com diminuicdo do numero de cruzamentos com a
repeticdo do teste (5 vezes). Apesar desta habituacdo, os
resultados mostram que a injecdo de 6-OHDA provoca
diminuicdo mais acentuada na ambulagao, seguida de crescente
recuperacdo da atividade motora espontdanea nos animais
injetados com a toxina. Teste t, p*<0,05. N=5 para cada grupo

controle, e N=6 para cada grupo injetado com 6-OHDA................

Figura 13 Comportamento de bipedestacdo de animais injetados com 6-
OHDA ou com solucéo salina fisiologica (controles) antes e apos
a injecao. Os valores estao expressos em percentual em relacéo
ao valor médio absoluto do grupo controle correspondente. Em
A-E, mostramos os resultados para 0os grupos com sobrevida de
1, 3, 7, 14 e 28 dias. As barras brancas representam os grupos
injetados com solugdo salina, enquanto que as barras pretas
representam os grupos injetados com 6-OHDA. Os resultados
foram equivalentes aqueles obtidos na avaliacdo da ambulagéo
(Figura 10). Também se observa algum grau e habituacdo com
a repeticdo do teste (vide grupo de 14 e 28 dias de sobrevida, D
e E respectivamente). Mas apesar dessa habituacdo, os
resultados mostram que a injecdo de 6-OHDA provoca
diminuicdo mais acentuada no numero de bipedestacdo, sendo
isso observado principalmente nos grupos de 1, 3 e 7 e 14 dias
(o[ S0] o] =)V e F- VTR

Figura 14 Bipedestacdo de animais injetados com 6-OHDA ou com
solucdo salina fisiolégica (controles) antes e depois da cirurgia

de estereotaxia. Os valores estdo expressos em percentual em
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relacio ao valor médio absoluto do grupo controle
correspondente. Em A mostramos os resultados para 0s grupos
controle e tratado de sobrevida de 14 dias, e em B mostramos
os resultados para os grupos controle e tratado 28 dias de
sobrevida. As barras brancas representam o0s grupos controles,
enquanto que as barras pretas representam os grupos injetados
com a toxina. Observa-se diferencas significativas entre tratado
e controle nos testes de 7 e 14 dias, tanto no grupo de 14 dias,
guanto no grupo de 28 dias. Concomitantemente, observa-se
diminuicdo gradual deste parametro nos grupos controles de 14
e 28 dias. Notavelmente, ocorre algum grau de habituacdo com
a repeticdo do teste. N=5 para cada grupo controle, e N=7 para
0 grupo injetado de 14 dias de sobrevida e N=6 para 0 grupo
injetado de 28 dias de sobrevida. Teste t, p*<0,05.........ccccceeeeennnn.

Figura 15 Correlacdo entre degeneracao dopaminérgica ipsilateral e testes
comportamentais em animais injetados com 6-OHDA. A perda
neuronal na SN do lado injetado com a toxina esta expresso em
valores percentuais em relacdo ao valor médio absoluto do lado
nao injetado. Os valores de numeros de rotacbes foram
normalizados considerando-se o maior valor (do grupo de 28
dias) como igual a 100% parametros. Os outros dois parametros
comportamentais, ambulacdo e  bipedestacdo, estédo
representados por valores percentuais em relacdo aos grupos
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1. INTRODUGCAO

1.1 - ADOENCA DE PARKINSON

As doencas neurodegenerativas afetam grande parte da populagéo
mundial. A Doenca de Parkinson (DP) afeta cerca de 1 a 2% da populagdo com
idade acima de 65 anos e é o segundo disturbio de curso progressivo e crénico de
ocorréncia mais comum, perdendo em namero de vitimas apenas para o mal de
Alzheimer (MAYEUX, 2003). O diagnéstico da DP é realizado com base nas
seguintes manifestagfes clinicas: tremor em repouso, geralmente unilateral no
inicio da doenca, aumento do tdnus muscular, bradicinesia e instabilidade postural
(BLUM et al., 2001; FAHN, 2003; DEBEIR et al., 2005). Outros sintomas como:
reducdo da mimica facial, marcha arrastada com passos curtos, alteracbes no
sono e sistema nervoso autbnomo também estdo presentes nos portadores da

DP. (FAHN, 2003; FLINT, 2001).

Os distarbios motores e as alteragdes anatomopatoldgicas estédo
associados a degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos da via nigroestriatal,
cujos corpos celulares estdo localizados na substancia negra pars compacta
(SNpc) e seus axdnios projetam-se para 0 corpo estriado - caudado e putamem
(LENT, 2001). O estriado, o globo palido (GP), o nucleo subtalamico e a
substancia negra sao os principais componentes dos nucleos ou ganglios da base.
A SN esta localizada no mesencéfalo e recebe este nome devido a presenca de

neuromelanina, pigmento escuro presente em neurdnios dopaminérgicos desta



regido. Junto com o cerebelo, os nicleos da base constituem um sistema de
controle motor que funciona em intima associagdo com o cortex cerebral e sistema
motor cortico-espinhal, para o controle adequado dos movimentos (BEAR et al.,

2002).

E importante lembrar que no sistema nervoso central (SNC) existem trés
grupos de neurbnios dopaminérgicos: o grupo A8, presente na formacao reticular
lateral; o grupo A9, presente na SNpc e o grupo Al10, presente no tegmento médio
e dorsal. Os neurdnios do grupo A9 enviam projecdes para o caudado e putamen

que influenciam na via dos ganglios da base (LENT, 2001).

A principal alteragcdo bioquimica na DP €& a diminuicdo dos niveis do
neurotransmissor dopamina no corpo estriado, devido a degeneracdo progressiva
dos neurdnios pigmentados da SNpc. Histopatologicamente ocorre formagéo de
agregados protéicos intracelulares conhecidos como corpos de Lewy (ORR et al.
2002; DAUER, 2003). Estes corpos sdo constituidos de densa camada granular
cercada por halo filamentoso (FAHN, 2003). Na SNpc os corpos de Lewy sdo
importantes marcadores anatomopatoldogicos, mas ndo sdo exclusivos desta
regido, pois sdo também encontrados em outras areas do SNC e sistema nervoso

periférico (SNP) dos portadores da DP (BLUM et al., 2001).

N&o obstante, aos avancos cientificos a etiologia da DP permanece
desconhecida. Atribui-se o desenvolvimento da doenca a multiplos fatores, tendo
como 0s mais provaveis fatores de risco: as alteracdes genéticas, exposicao a

fatores ambientais como herbicidas, pesticidas e quimicos industriais (GORELL et



al., 2004; ALAM e SCHMIDT, 2004). Hodiernamente, acredita-se que o0
desenvolvimento da DP decorre da susceptibilidade genética associada a

exposicao a fatores ambientais de risco (GORELL et al., 2004).

Na ultima década a identificacdo de mutacbes genéticas em casos raros da
DP promoveu avangos importantes no conhecimento sobre a patogénese da
doenca. Cerca de 5 a 10% dos pacientes com DP tém a forma familiar. Esta forma
da doenca tem sido associada a mutacdes nos genes para a-sinucleina, parkina, e
hidrolase tipo 1 C-terminal da ubiquitina (UCH-L1) e DJ-1. A forma monogénica de
parkinsonismo também esta associada a mutacdes nos locus de PARK3, PARK4,
PARK6, PARKS8 e PARK10. (OLANOW e TATTON, 1999; LEE, 2001; DAWSON e

DAWSON, 2003; HARDY et al., 2003).

A a-sinucleina € uma proteina hidrofilica que estd presente nos botbes
singpticos, mas ainda ndo € conhecido o mecanismo pelo qual esta proteina
mutada associa-se a neurofilamentos, nem como ela contribui para a formacéao de
corpos de Lewy (HALBACH E KRIEGLSTEIN, 2004). A parkina e UCH-L1 também
tém sido identificadas nos neurdnios dopaminérgicos em degeneracdo da via
nigroestriatal. O funcionamento alterado da UCH-L1 pode prejudicar a eficiéncia
da degradacdo de proteinas pelo proteassomo, alterando cascatas bioquimicas
vitais para a célula. (CHUNG et al.,, 2004). O sistema do proteassomo atua na
degradacdo de proteinas anormais oriundas de mutagles, erros biossintéticos e

de danos causados por agentes fisicos ou quimicos (CHUNG et al., 2004).



1.2. MECANISMOS DE MORTE CELULAR NA DOENCA DE PARKINSON

A célula é capaz de manter demandas fisiolégicas normais, que garantem a
homeostasia celular e organica. Considera-se que células normais séo limitadas
dentro de uma faixa estreita de funcionamento, mantida por programas genéticos
de metabolismo e especializacdo. Defere-se que a morte celular € o evento mais
crucial em patologia, e o resultado final de lesdo celular. Segundo Cotran et
al.(2000), agentes fisicos, quimicos e infecciosos, hipdxia, reacdes imunoldgicas,
anormalidades genéticas e desiquilibrio nutricional podem ser consideradas as

causas mais genéricas de morte celular.

Atualmente, necrose e apoptose sdo dois padrdes distintos e importantes
de morte celular. Sendo a necrose o tipo mais comum que ocorre apos estimulos
exdgenos como a isquemia e lesdes quimicas. Do ponto de vista, histologico e
morfologico, caracteriza-se pelo aumento e ruptura da membrana celular,
desnaturacdo e coagulacdo de proteinas citoplasmaticas e degradacdo das

organelas celulares (COTRAN et al., 2000).

Enquanto que, apoptose acontece através da ativacdo de uma série
coordenada e programada de eventos executados por um conjunto exclusivo de
produto génico (COTRAN et al., 2000). As principais caracteristicas morfolégicas
observadas neste tipo de morte celular sdo: retracdo celular, com organelas mais
compactadas; condensagcdo da cromatina, que agrega-se na periferia sob a
membrana nuclear em formas e tamanhos diversos; e formacdo de bolhas

citoplasméticas e corpusculos apoptéticos.



Na apoptose, a lesdo na membrana € induzida por radicais livres, sobretudo
espécies reativas de oxigénio (EROS). Estes radicais podem reagir com varios
componentes celulares e sua acdo pode alterar de modo significativo o potencial
de membrana celular e promover peroxidacao lipidica e protéica. Algumas vezes,
0 oxigénio pode aceitar elétrons para formar derivados instaveis, conhecidas como
EROs, que incluem: radical superéxido (Oz), peroxido de hidrogénio (H.O,) e
radical hidroxila (OH"). Por isso, nos sistemas celulares considerados normais a
formacdo de EROs é mantida em quantidades minimas por mecanismos
antioxidantes, que sdo substancias que inibem a reacdo de moléculas com

radicais oxigénio (MOTTA, 2002; COTRAN et al., 2000).

Estudos em modelos animais da DP e exames post mortem tém
demonstrado participacdo do excesso de EROs no processo neurodegenerativo.
Os niveis elevados de EROs nos neurdnios esta associado também a disfuncéo
mitocondrial que promove o estresse oxidativo e excitotocicidade (OLANOW e
TATTON, 1999; HALBACH e KRIEGLSTEIN, 2004). No entanto, o agente

responsavel pelo inicio da toxicidade dopaminérgica na SNpc é desconhecido.

A geracdo de energia pela mitocéndria é regulada por 5 complexos que
constitui a cadeia mitocondrial transportadora de elétrons (CTE). A cadeia consiste
em uma série de transportadores de elétrons que operam sequencialmente,
formados por proteinas integrais de membrana que sdo capazes de aceitar ou
doar elétrons (VIEIRA et al., 1991). A medida que os elétrons séo transferidos ao

longo da cadeia ocorre liberacdo de energia para sintetizar ATP por meio da



fosforilagdo oxidativa (VIEIRA et al., 1991).

Os transportadores de elétrons funcionam em complexos multienzimaticos
conhecidos como: complexo | (NADH — coenzima Q oxidorredutase), complexo Il
(succinato - coenzima Q oxidorredutase), complexo Il (coenzima Q citocromo ¢
oxidorredutase), complexo IV (citocromo ¢ oxidase) e complexo V (ATP sintase)
(MOTTA, 2002). Defeitos no complexo I inibem a fosforilagdo oxidativa causando
défict na sintese de ATP. A fosforilagdo oxidativa possui intima relacdo com a
geracdo de EROs, os quais estdo associados com o aumento do estresse
oxidativo que, por sua vez, contribui para a disfuncdo mitocondrial (HALBACH e

KRIEGLSTEIN, 2004; BLANDINI et al., 1998).

Cerca de 95% do oxigénio molecular € metabolizado na mitocéndria e a
producdo neuronal de ATP depende exclusivamente da respiracdo celular.
Portanto a sintese elevada de ATP nos neurdnios € essencial para a regulagédo da
homeostase celular. Danos no complexo | da CTE podem deixar os neurdnios
mais vulneraveis a alteragfes na permeabilidade da membrana mitocondrial, que
podem ser deletérios na DP (SHERER et al., 2002a; GAO et al., 2003). Outros
estudos indicam ainda que danos no complexo | podem contribuir
significativamente para o aumento do estresse oxidativo em encéfalos de

pacientes e em modelos animais de DP.

Estudos post mortem em portadores da DP tém demonstrado indicios de
que o estresse oxidativo contribui para as lesdes no sistema nigral (HALD e

LOTHARIUS, 2005). Sinais de estresse oxidativo incluem peroxidacao lipidica das



membranas e modificacbes oxidativas em proteinas, carboidratos e DNA e
subsequente rompimento das membranas bioldégicas. Em muitos processos
patoldgicos, os efeitos induzidos pelo estresse oxidativo dependem do equilibrio
final entre a formacéo e a remocdo de EROs, a qual é realizada por uma série de
enzimas que atuam como sistemas removedores de radicais livres. E possivel que
0 aumento exacerbado de EROs pela ineficiéncia nos sistemas que os removem
esteja associado a disfuncdo mitocondrial presente nos processos

neurodegenerativos e na DP.

1.3. MODELO EXPERIMENTAL DE DOENCA DE PARKINSON QUE UTILIZA A

TOXINA 6-HIDROXIDOPAMINA (6-OHDA)

Considerando-se os fatores de risco associados ao desenvolvimento da DP
e a dificuldade na integracdo dos mecanismos envolvidos no processo foram
desenvolvidos modelos animais. Estes modelos séo utilizados como ferramenta
adicional para compreender os mecanismos que desencadeiam a morte celular na
SN de humanos. Os modelos utilizam toxinas que mimetizam alguns eventos
patolégicos e comportamentais da degeneracdo dopaminérgica na DP. As
neurotoxinas mais estudadas e cujo mecanismo de agdo envolve a destruicdo
seletiva do sistema catecolaminérgico sao: 6-hidroxidopamina (6-OHDA) e 1-metil-
4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP). A injecdo intracerebral de 6-OHDA tem

sido o modelo mais utilizado para se avaliar o potencial de terapias



neuroprotetoras. Esta toxina € utilizada tanto em experimentos in vivo quanto in

vitro (BLUM, et al., 2001).

A 6-OHDA é um anélogo do neurotransmissor dopamina. Esta toxina ndo é
capaz de passar pela barreira hematoencefalica, sendo necessario a
administracao intracerebral para observar seus efeitos toxicos (BLUM et al., 2001).
E transportada aos neurdnios catecolaminérgicos via transportador de dopamina e
noradrenalina (HODAIE et al., 2007). Em modelos animais, a 6-OHDA é
preferencialmente injetada no estriado ou na SNpc, onde promove a destruicéo
seletiva de neurbnios catecolaminérgicos, com morte de neurbnios na SNpc e
diminuicdo dos niveis de DA no estriado. Este dano reproduz caracteristicas
imuno-histopatolégicas responsaveis pelo prejuizo motor na DP (BETARBET et

al., 2002; SHIMOHAMA et al., 2003; UNGERSTEDT, 1968).

E importante ressaltar que a 6-OHDA pode ser encontrada em encéfalos
humanos como resultado da auto-oxidacdo da dopamina e tem sido proposta
como fator neurotdxico na DP (RANG et al., 2003). O aumento do metabolismo da
dopamina gera produtos que podem induzir toxidade através da inibicdo
mitocondrial e modificacdes deletérias em biomoléculas que contribuem para
morte celular. Os neurdnios que estdo morrendo podem ativar microglias que
contribuem ainda mais para o aumento da producédo de EROs e citocinas. O
aumento da producgao de radicais livres e citocinas desencadeia ciclo vicioso que

aumenta a toxidade dopaminérgica na SNpc (HALD e LOTHARIUS, 2005).



Varios estudos em modelos animais da DP demonstraram aumento do
estresse oxidativo na via nigroestriatal de ratos apds a administracéo intraestriatal
de 6-OHDA. Esta neurotoxina pode atuar inibindo o complexo | da CTE e alterar o
potencial de membrana mitocondrial, assim como elevar a producdo de EROs que
promovem a quebra e mutacbes no DNA e desorganizacdo do citoesqueleto.
(BLUM et al.,, 2001; BETARBET et al.,, 2002). Os produtos da oxidacdo desta
toxina sdo responsaveis por danos irreversiveis causados aos neurdnios
catecolaminérgicos. Embora a 6-OHDA seja utilizada como toxina seletiva para
neurbnios da via nigroestriatal, ela pode causar lesbes em qualquer area

encefalica que contém células catecolaminérgicas (KONDOH et al., 2005).

Animais lesados bilateralmente com 6-OHDA mimetizam sintomas motores
parkinsonianos, entretanto, a administracéo bilateral € um modelo pouco utilizado.
A injecdo unilateral desta toxina € o0 modelo mais utilizado em estudos
relacionados a DP. Os estudos realizados por Ungerstedt (1968) foram pioneiros
em relatar que ratos com lesdo unilateral induzida por 6-OHDA realizam
movimentos rotatorios espontaneos para o lado ipsilateral a lesdo. Este
comportamento motor assimétrico foi observado durante quatro semanas apés a

injecdo da neurotoxina.

A degeneracao nigroestriatal apds injecao unilateral de 2x 2ug de 6-OHDA
na SN de ratos da linhagem Sprague-Dawley foi descrita por Perese et al. (1989)
utiizando a imuno-histoquimica para tirosina-hidroxilase (TH), enzima limitante

para a sintese de dopamina. Eles demonstraram que na 16% semana apos a
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injecdo da toxina ocorre diminuicAo do numero de células na SNpc e da
reatividade para TH nas fibras dopaminérgicas do estriado injetado.
Demonstraram ainda, por meio de teste comportamental, a rotacdo para o lado
contralateral induzida por apomorfina, um agonista dopaminérgico. Estes dados
demonstram que o hemiparkinsonismo em ratos induzidos por 6-OHDA constitui

um bom modelo experimental para estudos relacionados a DP.

O comportamento rotatério induzido por apomorfina em ratos com lesdo
unilateral no sistema estriatal pode ser explicado pelo aumento da expressao dos
receptores dopaminérgicos na porcao lesada do estriado, ou seja, agonistas
dopaminérgicos tém seu efeito potencializado pela hipersensibilizacdo dos
receptores de dopamina nos neurdnios pos-sinapticos estriatais do lado injetado.
A administracdo sistémica desses agonistas promove desequilibrio fisiologico
entre o lado lesado e n&o-lesado (BETARBET et al., 2002), e o comportamento
motor assimeétrico realizado pelo animal para o lado contralateral a leséo é devido
decussacdo das vias motoras descendentes (SCHWARTING e HUSTON, 1996),
desta forma havendo maior estimulacdo motora no lado contralateral ao estriado
injetado (e sensibilizado). A apomorfina é uma droga lipofilica administrada

sistemicamente e é utilizada em teste padrdo de estimulacdo de receptores

dopaminérgicos em modelo de rotacao induzida.

Os estudos de Przdedborski et al. (1995) foram realizados na tentativa de
otimizar as condicbes do modelo experimental de hemiparkinsonismo. Eles

injetaram unilateralmente as seguintes doses de 6-OHDA: 0,652ug/ul, 1,25ug/ul,
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2,5ug/ul e 5ug/ul no estriado esquerdo de ratos da linhagem Sprague-Dawley,
resultando em lesdes no sistema dopaminérgicos nigroestriatal ipisilateral em
todos o0s grupos tratados com a toxina. Esta lesdo foi associada ao
comportamento rotacional induzido por apomorfina. Os resultados deste estudo
sugerem que a 6-OHDA pode causar morte neuronal retroégrada, cujo processo
envolve primeiramente perda dos terminais nervosos no estriado e depois dos

corpos celulares na SNpc.

Jeon et al. (1995) descreveram o0 curso temporal da degeneragéo
nigroestriatal apds injecdo de 8 pg/4 pl de 6-OHDA na regido dorsal a SN de ratos
da linhagem Sprague-Dawley. Eles observaram perda neuronal no sitio injetado
apos 12h da administragdo da toxina, no entanto, sem sinais de degeneracdo no
estriado. Apos 7 dias a morte celular continua na SNpc, mas agora acompanhada
de degeneracdo nos terminais localizados no estriado. A degeneracdo nigral
continua por 31 dias, mas ndo mas acompanhada de diminuicdo dos terminais
estriatais. Estes dados sugerem que, nesse caso, o efeito neurotéxico da 6-OHDA
atua diretamente sobre os corpos celulares e que a morte inicia nos pericéarios e

depois atinge o estriado.

Em outro estudo, injetou-se 24 ug de 6-OHDA em quatro sitios distintos no
estriado de ratos da linhagem Sprague-Dawley, sendo que cada local foi injetado 6
Hg da toxina. Neste experimento o transporte de dopamina na via nigroestriatal foi
observado in vivo através de tomografia por emissdo de pésitrons (PET). Em

analise imuno-histoquimica, observou-se a degeneracdo progressiva dos
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neurbnios dopaminérgicos e intensa resposta inflamatéria caracterizada pela
macicga ativacdo microglial apds a injecdo da toxina. Neste trabalho foi observada
degeneracdo neuronal lenta, progressiva e retrograda mimetizando Vvarios

aspectos relacionados a patogénese da DP idiopética (CICCHETTI et al., 2002).

Marti et al. (2002), caracterizaram a morte celular induzida por
administracdo unilateral de 20ug/4ul de 6-OHDA no estriado de ratos da linhagem
Sprague-Dawley. A inje¢cdo da neurotoxina induziu diminuicdo progressiva dos
neuronios TH positivos na SNpc ipisilateral. A impregnacdo por prata dos
neurdnios nigrais ipisilateral revelou perfil morfolégico caracteristico de apoptose.
A morte celular por apoptose foi confirmada por analise microscopica
ultraestrutural. Nesta analise observou-se cromatina condensada e formacéo de
corpos apoptoticos com a preservacdo das membranas bioldgicas. O nucleo
apoptotico foi primeiramente visto no 6° dia e alcangou um namero maximo entre o

7° e 0 10° dia apos a leséo.

Camundongos da linhagem C57BL6 séo largamente utilizados em diversos
estudos relacionados a DP, e sdo especialmente valiosos em estudos para a
investigacdo de terapias farmacoldgicas ou celulares. Camundongos desta
linhagem foram submetidos a técnicas analogas previamente estabelecidas para
ratos com o objetivo de melhor caracterizagdo desse modelo animal de DP nessa

linhagem.

Bensadoun et al., (1998) injetaram 30ug/2ul de 6-OHDA i.c.v.

(intracerebroventricular) em camundongos da linhagem C57BL6. ApOs 24h, a
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injecdo da toxina induziu diminuicdo de 34,2% dos niveis de dopamina no
estriado; e morte celular de 52,4% na SN, 3 dias apés o tratamento. O modelo de
injecdo unilateral estriatal foi utilizado no trabalho desenvolvido por Cunningham e
Su (2002). A dose de 16pg/2ul foi administrada no estriado direito de
camundongos C57BL6 sendo observada a ocorréncia de 86% de morte celular na

SN duas semanas ap0s a administracdo da toxina.

Ja Lundblad et al. (2004) injetaram no feixe prosencefalico medial (MFB) de
camundongos C57BL6, 2 injecbes de 6ug/2ul de 6-OHDA unilateralmente. A
toxina promoveu diminui¢cdo de 70% da recaptacdo de dopamina no estriado. Esta
alteracdo foi observada em imunohistoquimica para TH 32 dias apés a
administracdo. No entanto, o curso temporal e a progressdo da lesdo néo foram

descritos.

Camundongos da linhagem C57BL6 foram utilizados em outros estudos
também importantes e relacionados com a patofisiologia da DP. Destarte, Silva et
al. (2005) utilizou 6-OHDA na dose 20ug/4ul no estriado de animais com sobrevida
de 28 dias e registraram perda de 79% de células TH-positiva na SNpc. Os

autores ndo avaliaram a perda neuronal no mesencéfalo com altera¢cdes motoras.

Os trabalhos desenvolvidos por Alvarez-Fischer et al. (2007) avaliaram a
perda de neurbnios dopaminérgicos da via nigroestriatal, a concentracdo de
dopamina e metabdlitos no estriado, e comportamento motor no bastdo giratorio
(rotarod). A avaliacédo foi realizada apos injecao de 4ug/2ul de 6-OHDA no estriado

esquerdo de camundongos C57BL6 em 3, 7, 14, 28 e 56 dias de sobrevida. Os
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autores relataram que a maior parte da perda dos neurdnios dopaminérgicos na
SN ocorre nos primeiros 7 dias, com pouco incremento da perda entre 7 e 56 dias.
No teste no bastédo giratério, o déficit motor ocorreu ja apos 3 dias de sobrevida,

com recuperacgao progressiva apos 14 dias.

Em modelos animais que utilizam a injecdo de 6-OHDA no feixe
prosencefalico medial ou na SNpc ocorre morte neuronal dopaminérgica rapida,
enquanto que, quando injetada no estriado, induz morte neuronal retrograda, lenta
e progressiva, mimetizando melhor a morte celular progressiva da DP. Uma
caracteristica interessante desse modelo € a alteragdo comportamental rotatoria
estereotipada que ele € capaz de gerar nos animais lesados. Por isso, 0 modelo
da 6-OHDA tem sido bastante utilizado para se testar o potencial neuroprotetor de
certas drogas ou terapias celulares (PERESE et al., 1989; NISHIMURA et al.,
2003). Em muitos casos, os estudos utilizam apenas o parametro comportamental
para concluirem se a terapia testada funcionou ou ndo. O problema que
encontramos € que embora o modelo tenha sido bem caracterizado em ratos, 0s
trabalhos em camundongos s&do escassos e incompletos. Mesmo o trabalho
recente e mais completo em camundongos de Alvarez-Fischer et al. (2007), que
teve como objetivo a caracterizacdo do modelo, ndo testou, por exemplo, o
comportamento rotatério induzido farmacologicamente, que parece ser o0
parametro comportamental que mais se correlacionaria com a degeneracéo

nigroestriatal.

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo melhorar a
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caracterizacdo do modelo de injecdo intraestriatal unilateral de 6-OHDA em
camundongos C57BL6, visando avaliar o grau de correlagdo entre a degeneracao
da via nigroestriatal e as alteragdes comportamentais no teste do campo aberto e

no comportamento rotatério induzido por apomorfina.
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2. OBJETIVOS:

2.1. OBJETIVO GERAL

- Caracterizar o curso temporal da degeneracdo nigroestriatal e alteracdes
comportamentais em camundongos da linhagem C57BL6 expostos a uma Uunica

injecao intraestriatal de 6-OHDA unilateralmente.

2.2. ESPECIFICOS

a. Caracterizar o curso temporal da degeneracdo dopaminérgica no sistema

nigroestriatal 1, 3, 7, 14 e 28 dias apoés a injecdo de 6-OHDA,;

b. Caracterizar o curso temporal de alteracdes comportamentais mais genéricas
utiizando-se o teste do campo aberto, para avaliagdo da ambulacdo e

bipedestacédo, nos tempos de sobrevida ja mencionados;

c. Caracterizar o curso temporal de alteracbes comportamentais mais especificas

utilizando-se o teste das rota¢des induzidas por apomorfina;

d. Determinar o grau de correlacdo entre degeneracdo nigral e parametros

comportamentais avaliados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS

No presente trabalho foram utilizados 60 camundongos machos, adultos (60
dias) da linhagem C57BL6, pesando 26-30g por ocasiao da cirurgia, provenientes
dos biotérios do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal do
Para (UFPA) e do Instituto Evandro Chagas. Até o inicio dos procedimentos
experimentais, 0os animais foram mantidos no biotério do laboratorio de
Neuropatologia Experimental com temperatura controlada a 24° + 2°C, em ciclo
claro/escuro de 12/12h e alojados em gaiolas individuais antes e depois da cirurgia

com agua e comida ad libitum.

Todos os procedimentos utilizados estdo de acordo com as normas do
Comité de Etica em Pesquisa e Experimentacdo Animal do Instituto de Ciéncias

Biologicas da Universidade Federal Para.

3.2. DROGAS

Foram utilizados em nossos experimentos:

- 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (Sigma-Aldrich) foi dissolvida em solucéo

salina (cloreto de sodio a 0,9%) contendo acido ascorbico a 0,02% (Sigma-
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Aldrich). A solucdo foi preparada minutos antes da cirurgia estereotéxica e

armazenada em recipientes protegidos da luz até o seu uso.

- Apomorfina (Sigma-Aldrich) foi dissolvida em solucéo salina fisiolégica. Foi
preparada minutos antes do teste comportamental e armazenada em recipientes

protegidos da luz até o seu uso.

3.3 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais dos grupos tratados receberam dose Unica de 2ul contendo
10ug de 6-OHDA, no estriado esquerdo, e 0s animais controles receberam
solucédo salina fisiolégica com acido ascorbico no sitio de injecao correspondente
ao grupo tratado. Os sessenta camundongos usados no presente trabalho foram
randomicamente divididos em 5 grupos controles e 5 grupos tratados que, apés
receberem a injecao, foram sacrificados em tempos de sobrevida distintos: 1, 3, 7,
14 e 28 dias. Cada grupo controle foi composto por 5 animais, enquanto que cada

grupo injetado como 6-OHDA foram compostos por 7 animais.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo3 Grupo4 Grup 05
i il | i il | il |
1° 3° 7° 14° 28°

Figura 01: Representa os grupos utilizados no presente trabalho. Os quadrados pretos
representam o0s animais tratados e os brancos representam os animais controles. Os algarismos
arabicos representam o periodo de sobrevida de cada grupo.



19

3.4. AVALIACAO MOTORA

3.4.1 — Campo Aberto

Os animais foram submetidos ao teste de campo aberto com o objetivo de
se avaliar a atividade exploratéria e o desempenho motor antes e depois da
administracdo de 6-OHDA ou veiculo. Ambulacdo, bipedestagédo (levantar com
apoio na parede), miccdo e defecacao foram os parametros avaliados neste teste.
Os camundongos foram expostos ao aparato experimental 24h antes da cirurgia
estereotaxica e os dados gerados neste teste foram usados como linha de base
para os testes realizados ap6s a sobrevida estabelecida para cada grupo e de

acordo com a tabela abaixo.

Testes no Campo aberto

Grupos por sobrevida Antes | 1dia | 3dias | 7 dias | 14 dias | 28 dias

NaCl ou 6-OHDA - 1 dia X X
NaCl ou 6-OHDA — 3 dias X X
NacCl ou 6-OHDA - 7 dias X X

Antes = 1 dia antes da cirurgia para inje¢ao de salina ou 6-OHDA no estriado.

O animal foi colocado no centro de uma arena retangular, medindo 21 cm
de largura x 30 cm de comprimento x 20cm de altura, com paredes de acrilico
transparente e piso branco. A base do aparato foi dividido em 9 campos de 10cm X
7cm. Os animais foram colocados no centro do campo aberto e o comportamento
foi registrado por 5 minutos (Figura 2) . A limpeza da arena apés a saida de cada

animal foi feita com etanol a 5%.
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Tom

10cm

Figura 2 — (A) Representacdo esquemética do modelo de campo aberto com paredes de acrilico
transparente e assoalho dividido em 9 retadngulos medindo 7x10cm. Modelo amplamente utilizado
para avaliar atividade motora espontanea e atividade exploratéria de roedores. (B) Fotografia de
um camundongo C57BL6 avaliado no teste de campo aberto, ilustrado o parametro de
bipedestacao.

3.4.2 — Rotacéao induzida por apomorfina

Apbs o periodo de sobrevida estabelecido para cada grupo, foi administrada
injecdo de apomorfina na dose de 0,6 mg/kg por via subcutanea (s.c.).
Imediatamente apds a injecdo os camundongos foram colocados em aparato
circular medindo 28 cm de didmetro e 20 cm de altura. As rotagbes foram
registradas quando eram completados giros de 360° tanto para o lado
contralateral, quanto para o lado ipsilateral a injecdo. A resposta comportamental
foi registrada por 20 mim. Os testes foram realizados conforme indicado na tabela

a seguir:
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Teste - Apomorfina
Grupos por sobrevida 1 dia 3dias | 7dias | 14dias | 28 dias
NaCl ou 6-OHDA - 1 dia X
NaCl ou 6-OHDA — 3 dias X
NaCl ou 6-OHDA — 7 dias X

3.5 — A INJECAO DE 6-OHDA

A administracdo de 6-OHDA foi realizada manualmente. A dose utilizada
neste estudo foi de 5 ug/ul no estriado esquerdo. Durante o procedimento cirdrgico
o volume total injetado foi de 2 ul, por um periodo de 10 min + 1, usando-se
seringa de Hamilton de 10 ul. A taxa de infusao foi de aproximadamente 0,2ul/min.
Imediatamente apoés a cirurgia 0s sujeitos experimentais foram colocados em suas

gaiolas individuais que continham agua e racao ad libitum.

3.6 — A CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Os animais foram anestesiados com cloreto de cetamina (Vertanacol) na
dose de 75 mg/kg misturado com cloreto de xilazina (Rompum) na dose de 10
mg/kg, por via intraperitoneal (i.p.). A cirurgia foi realizada apos a fixacdo dos
sujeitos experimentais no aparelho estereotaxico onde tiveram suas cabecas
imobilizadas com o auxilio de duas barras intra-auriculares e uma barra de fixacao

dos incisivos, tendo como o ponto correto para a insergcao das barras auriculares o
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meato auditivo externo. Logo em seguida foi realizada tricotomia da regido da
cabeca, e subseqlente assepsia da area tricotomizada com alcool iodado. Em
seguida, o tecido subcutaneo e o periosteo foram removidos expondo-se a

superficie craniana entre o bregma e o lambda.

Foi feito um orificio unilateral no lado esquerdo do cranio, com o auxilio de
uma broca elétrica, nas seguintes coordenadas: antero-posterior (A-P): 0,8 mm a
partir do bregma; médio-lateral (M-L): 1,5 mm a partir da linha média; e dorso-
ventral (D-V): 3,0 mm a partir da calota craniana (figura 3 ), baseadas no Atlas de
Estereotaxia para camundongos de Paxinos e Franklin (2004). Por meio deste
orificio foi administrada a solugdo contendo 6-OHDA ou apenas veiculo. Em
seguida, a area exposta da superficie craniana foi protegida com cimento de
acrilico. Apés a cirurgia os animais receberam injecéo profilatica de pentabidtico

60.000 u.i (0,02 ml) por via intramuscular.
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Figura 3 — (A) llustracdo de um camundongo C57BL6 devidamente anestesiado e fixado no
aparelho estereotaxico. (B) Ampliacdo da regido cefalica apés remoc¢do do tecido subcuténeo e
periésteo, visualizagdo da sutura sagital e do bregma. A cabeca da seta indica o encontro da
sutura sagital e lambida.

3.7 - PERFUSAO

Apos o periodo de sobrevida, os animais foram anestesiados com 75 mg/kg
de cloreto de cetamina, misturado com 10 mg/kg de cloreto de xilazina na via i.p. e
em seguida foi realizada a perfusdo. Cada camundongo foi perfundido com 100 ml
de tampéo fosfato salina (TFS) 0,1 M durante 10 minutos com pH entre 7,2 - 7,4,
seguido de 250 ml de solucéo fixadora de paraformaldeido (PFA) a 4% em TFS a
0,1 M, com pH entre 7,2 - 7,4 durante um periodo entre 10 - 15 minutos.

Terminada a perfuséo foi realizada craniotomia e o encéfalo pos-fixado em PFA
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2% em TFS a 0,1 M por 10 - 12h, depois de poés-fixado o encéfalo foi
posteriormente transferido para solucao crioprotetora de sacarose a 30% em TFS

a 0,1 M, onde permaneceu por 72 h.

3.8 - PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Os encéfalos foram retirados da solugcdo crioprotetora e em seguida com
auxilio de um criostato foram obtidas seccdes encefalicas de 40 um de espessura,
no eixo rostro-caudal. As seccdes foram coletadas em 8 séries alternadas, e

mantidas em PFA 2% até a reagdo imunohistoquimica.

As séries 1 e 5 foram marcadas com imuno-histoquimica para TH,
utilizando-se anticorpo primario policlonal anti- tirosina hidroxilase (Chemicon),
com o objetivo de identificar os neurdnios dopaminérgicos na substancia negra e
suas projecao para o estriado. O procedimento de imunohistoquimica foi realizado
na seguinte ordem: i) incubacdo para inativar a peroxidase enddgena, feita em
solugcdo contendo 10% de metanol e 10% de H,0, a 30% por 15 minutos; ii)
incubacdo em soro normal de jumento (SNJ) a 5% por 1h, com objetivo de
diminuir ligacdes inespecificas e otimizar a ligacdo antigeno anticorpo; iii)
incubacdo em anticorpo primério anti-TH na titulagdo de 1:1000 durante 24 h; iv)
incubacdo em anticorpo secundario biotinilado (Jackson Immnuno Research),
1:500, por 2 h; e v) o complexo antigeno-anticorpo foi localizado com ABC
(complexo avidina-biotina), na titulagdo de 1:500 durante 1h. O SG (Vector/SK-

4700) foi o substrato utilizado para visualizagdo do complexo formado. ApGs cada
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etapa as seccoes foram lavadas trés vezes por 5 minutos. As solucdes preparada

e as lavagens foram feitas com TFS 0,1 M com pH 7,2 - 7,4.

Apés a reacdo, as seccbes foram montadas em laminas previamente
gelatinizadas e em seguida as analises foram feitas utilizando microscopia éptica
dotada por um sistema de captura de imagem utilizando a objetiva de 20x. De
cada sujeito foram analisadas 5 seccfes do mesencéfalo que correspondem as
figuras 55, 57, 59, 61 e 63 do atlas de estereotaxia para camundongos (Paxinos e
Franklin, 2004). A identificacdo do nucleo foi o critério utilizado para determinar
neurdnios TH-positivo na SN. No presente estudo analisou-se a imunorreatividade
das fibras dopaminérgicas no estriado e o numero de neurénios TH-positivos na
SN, comparando-se o lado injetado com 6-OHDA e o lado contralateral ndo
injetado. A analise também foi realizada comparando-se o tempo de sobrevida de

cada grupo.

3.9 - ANALISE ESTATISTICA

Os resultados do teste de campo aberto e a perda de neurénios TH-positivo
na SNpc foram representados em valores percentuais, média + erro padrdo. Os
resultados do teste de rotacdo induzida por apomorfina foram representados pela
média aritmética + erro padrdo. Ambos os testes foram analisados através da
andlise de variancia (ANOVA) de uma via. Para observar diferencas entre os
grupos foi utilizado o teste t de Student com nivel de significancia adotado de

p=<0,05.
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4. RESULTADOS

No presente trabalho, nés estudamos em camundongos o modelo de
doenca de Parkinson baseado na injecdo unilateral de 6-OHDA no estriado, onde
avaliamos as alteragcdes comportamentais e o curso temporal da degeneracéo dos
neurbnios dopaminérgicos na substadncia negra. A mortalidade de animais
injetados no nosso estudo foi de aproximadamente 5%. Na literatura, relata-se que
a mortalidade para estudos em camundongos € de 10% (ALVAREZ-FISHER,

2007).

4.1. INJECAO UNILATERAL DE 6-HIDROXIDOPAMINA INDUZ DIMINUICAO DE

CELULAS TH-POSITIVAS NA VIA NIGROESTRIATAL

4.1.1. Estriado

A administracdo de uma Unica dose de 10ug/2ul no estriado esquerdo
provocou lesdo no sistema nigroestriatal de camundongos C57BL6. Foi observada
perda da reatividade das fibras dopaminérgicas no estriado esquerdo 24h apés a
administracdo da droga. No entanto, perda pronunciada foi registrada partir do 3°
dia de sobrevida e continuou até 7 dias apés a injecdo da toxina.
Imunorreatividade semelhante a observada nos animais de 7 dias foi identificada
em todas as seccdes do estriado esquerdo dos grupos de sobrevida de 14 e 28

dias. As analises qualitativas das projecbes TH-positivas foram realizadas
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comparando-se o lado esquerdo do nudcleo estriado com o lado direito, ndo
injetado com 6-OHDA. Nos animais controles ndo foram observadas alteragfes na

imunorreatividade para TH em nenhum dos grupos analisados. (Figura 4) .

Salina 6-OHDA

Injetado f\{ég-_[njetad Injetado

Tempo de sobrevida depois da injegao

Figura 4 — Fotomicrografias de secc¢les representativas do nucleo estriado de animais injetados
com salina (esquerda) e 6-OHDA (direita) no estriado esquerdo, e sacrificados em tempos de
sobrevida diferentes. As seccgfes foram coradas com imuno-histoquimica para tirosina-hidroxilase
(TH). Observa-se perda gradual de coloragdo apenas no lado e nos animais injetados com 6-
OHDA.
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4.1.2. Substancia Negra

ApoGs injecao de 6-OHDA no estriado esquerdo, observamos diminui¢ao
progressiva no numero de neurbnios TH-positivos na SN ipsilateral a injecao
intraestriatal de 6-OHDA nos diferentes grupos analisados. As alteracbes
observadas na reatividade para TH foram mais acentuadas quanto maior o
periodo de sobrevida, e ndo houve diferenca de reatividade entre o lado direito e

esquerdo dos respectivos grupos controles (Figura 5) .

SALINA 6-OHDA

Néo-injetado Injetado Nao-injetado Injetado

Figura 5 - Fotomicrografias de sec¢des representativas da SN de animais injetados com salina
(esquerda) ou 6-OHDA (direita) no estriado esquerdo, e sacrificados ap6s tempos de sobrevida
diferentes. As secc¢des também foram coradas com imunohistoquimica para tirosina-hidroxilase
(TH), observando-se perda gradual na coloracdo apenas no lado e nos animais injetados com 6-
OHDA. O mesmo hdo acontece com animais injetados com salina.
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Os neurdnios dopaminérgicos da via nigroestriatal foram quantificados e o
declinio mais significativo de células TH-positivas foi registrado 28 dias apés a
injecdo da toxina. A perda de neurdnios TH-positivos na SN foi primeiramente
observada no grupo de 24h de sobrevida, onde o percentual de células
remanescentes no lado ipsilateral foi de 91,3+4,4% (*p<0,05) comparado com o
lado né&o injetado, essa diferenga aumentou proporcionalmente com o aumento da
sobrevida. Neste sentido, o percentual de neurbnios sobreviventes diminuiu para
77,8£18% apos 3 dias, 7315,1% apods 7dias, 41,3+5,2% apos 14 dias e 29,7+£3,4

apos 28 dias (*p<0,05) da injecdo de 6-OHDA. (Figura 6).
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Figura 6: Células TH-positivas na substancia negra de animais injetados com solugéo de 10 pg de
6-OHDA no estriado esquerdo ou com solugdo salina (controle). Os valores estdo expressos em
percentual em relagédo ao valor médio absoluto do lado nédo injetado. Na figura esta representado
apenas um grupo controle, pois ndo houve diferenca no percentual de células entre eles. As barras
brancas representam o lado ndo-injetado com a toxina ou solugéo salina (lado controle), enquanto
que as barras pretas representam o lado injetado. Observa-se diminuigdo progressiva do
percentual de células do lado injetado em relacdo ao lado nao-injetado. Essa diminuicdo de
neurdnios reativos a TH pode ser observada também comparando-se o lado injetado com salina
(controle) com o lado injetado com 6-OHDA nos grupo de 1, 3, 7, 14 e 28 dias de sobrevida. A
morte de células na SN inicia-se 24h ap6s a administracdo da toxina e se estende até 28 dias.
(teste t, p*<0,05), N=5 para cada o grupo controle, e N=5 para cada grupo injetado com 6-OHDA.
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Considerando-se apenas 0s animais tratados, n&do foi observada diferenca
significativa no percentual de células no lado intacto da SN. No entanto, no lado
injetado com a toxina a diferenca no percentual de células alcanca indices
altamente significativos (*p<0,05) (Figura 7) . Comparou-se ainda o percentual de
células dopaminérgicas da SN do lado néo injetado e o percentual de células do
lado n&o injetado entre os diferentes grupos controles, ndo encontrando-se

diferencas entre eles.
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Figura 7- Células TH-positivas na substancia negra de camundongos injetados com solucdo de
10ug de 6-OHDA no estriado esquerdo. Os valores estdo expressos em percentual em relagédo ao
valor médio absoluto do lado ndo injetado. Na figura estdo representados apenas o lado injetado
dos grupos de 1, 3, 7, 14 e 28 dias de sobrevida. Observa-se diminui¢cdo progressiva do percentual
de neurbnios reativos a TH na SN e as diferengcas sdo estatisticamente significativas entre os
grupos de 1, 7, 14 e 28 dias de sobrevida. (teste t, p*<0,05), N=5 para cada o grupo controle, e
N=5 para cada grupo injetado com 6-OHDA.
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4.2. A LESAO NIGROESTRIATAL INDUZIDA POR 6-HIDROXIDOPAMINA

PROVOCA AUMENTO DAS ROTACOES NOS TESTES COM APOMORFINA

Os camundongos com lesdo unilateral na via nigroestriatal apresentaram
comportamento ipsiversivo e contraversivo apos estimulacdo por apomorfina. O
grupo de 24h de sobrevida rodou ipsilateralmente a lesdo; e a média de rotacdes
em 20 minutos foi de 18%4,1 (*p<0,05) comparado com 0 seu respectivo grupo
controle, onde nenhum animal apresentou comportamento rotatério. O grupo de 3
dias de sobrevida apresentou variacdo inter-individual nesse comportamento,
sendo que no universo de 7 animais, 3 rodaram para o lado contralateral, 3 ndo
rodaram e 1 sujeito rodou para o lado ipsilateral a lesdo. Nem o comportamento
ipsiversivo, nem o contraversivo foram significativamente diferentes em relacdo ao

grupo controle.

Todos o0s animais dos grupos de 7, 14 e 28 dias apresentaram
comportamento contraversivo. Observou-se aumento gradual no nuamero de
rotagcdes com aumento no tempo de sobrevida, sendo que a média de rotagdes foi
de 64+13 no grupo de 7 dias, 96+21,8 no grupo de 14 dias e 153+£17,8 no grupo
de 28 dias (*p<0,05). Todos os grupos foram comparados com animais
submetidos as mesmas condi¢cdes de tratamento, mas que receberam 2 pul de

solucédo salina no estriado esquerdo (Figura 8).
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Figura 8 — Comportamento rotatério induzido por apomorfina de animais injetados unilateralmente
com solucéo de 10 pg de 6-OHDA no estriado esquerdo. Na figura estdo representados os valores
médios de rotagdo observadas apés 1, 3, 7, 14 e 28 dias de sobrevida. Os animais do grupo de 1
dia rodaram na direcédo ipsilateral ao lado injetado, enquanto que os animais de 7, 14 e 28 dias a
rotagdo foi para o lado contralateral a injecdo da toxina. O grupo de 3 dias apresentou variagéo
neste comportamento, sendo que trés animais tiveram comportamento ipsiversivo, trés n&o
rodaram e um animal apresentou comportamento contraversivo. Observa-se um aumento gradual
no numero de rotagBes com o aumento no tempo de sobrevida apés a injecéo, significando que a
degeneracao continua até 28 dias, que foi o maior tempo de sobrevida observado. N&o houve
rotacdes induzidas por apomorfina nos grupos controles injetados com salina (no gréafico esta
representado apenas um grupo controle). N=5 por grupo controle, N=5-7 por grupo injetado com 6-
OHDA.

Os grupos submetidos ao teste com apomorfina que apresentaram
comportamento rotacional para o lado contralateral a lesdo foram comparados
entre si, e diferencas estatisticamente significativas foram encontradas entre todos
0s grupos avaliados (Figura 9). Os grupos de 1 e 3 dias de sobrevida, que
apresentaram comportamento ipsiversivo também foram avaliados, mas néo

alcancaram diferencas significativas comparados entre si.
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Figura 9 — Comportamento rotatério induzido por apomorfina de animais injetados unilateralmente
com solucéo de 10 pg de 6-OHDA no estriado esquerdo. Na figura estdo representados os valores
médios de rotacdo contralateral observadas apés 3, 7, 14 e 28 dias de sobrevida. Observa-se
aumento gradual no comportamento contraversivo induzido por agonista dopaminérgico com o
aumento no tempo de sobrevida. Comparando-se com a figura 6, observa-se correlagido entre o
aumento da degeneragdo dopaminérgica no lado injetado com o aumento de rota¢des para o lado
contralateral a lesdo (vide figura 6). Ndo observamos diminuicdo significativa no percentual de
células TH-positiva, nem comportamentos rotatérios induzidas por apomorfina nos grupos
controles (dados ndo representados no gréafico). N=5 por grupo controle, N=5-7 por grupo injetado
com 6-OHDA. Teste t, * ou # p<0,05.

Os grupos de 14 e 28 dias foram submetidos a testes com apomorfina a
cada 7 dias, com o objetivo de acompanhar a progressdo do nimero de rotagdes
no mesmo grupo. O grupo de 14 dias foi submetido duas vezes ao teste com
apomorfina e o grupo de 28 dias foi avaliado quatro vezes. Foi registrado aumento
gradual no numero de rotacbes com aumento no tempo de sobrevida,

corroborando com os resultados anteriores (Figura 10) .
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Figura 10 - Comportamento rotatério induzido por apomorfina de animais injetados
unilateralmente com solu¢gdo de 10 pg de 6-OHDA no estriado esquerdo. Na figura estdo
representados os valores médios de rotacdo observada nos grupos de 14 e 28 dias de sobrevida,
sendo que os animais do grupo de 14 dias foram submetidos 2x ao teste e o grupo de 28 dias foi
submetido 4x ao teste. As barras brancas representam a média de rota¢cdes no grupo de 14 dias,
enquanto que as barras pretas a média de rota¢des no grupo de 28 dias de sobrevida. Observa-se
aumento progressivo na média de rotacdes com aumento da sobrevida. Ndo houve diferenca
significativa entre os grupos de 14 e 28 dias comparando-se os testes realizados no 7° e no 14° dia
N=7 para cada o grupo de 14 dias de sobrevida, e N=6 para cada grupo o grupo de 28 dias de
sobrevida. Teste t, p*<0,05)

4.3. A LESAO INDUZIDA POR 6-HIDROXIDOPAMINA ALTERA A ATIVIDADE

MOTORA NO TESTE DE CAMPO ABERTO

No campo aberto, atividade exploratdria e 0 comportamento motor
espontaneo dos animais injetados com 6-OHDA ou solucéo salina foram avaliados
antes e depois da cirurgia. A atividade motora antes da cirurgia foi utilizada como

linha de base para comparacdes subsequentes, de acordo com a sobrevida de
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cada grupo. Nos grupos injetados com 6-OHDA, os parametros de ambulacéo e
bipedestacdo foram significativamente reduzidos em relagcdo aos respectivos
grupos controle e esta diferenca também foi observada em relagéo a linha de base
dos grupos tratados. Os valores foram expressos em percentual em relagdo ao
valor médio absoluto do grupo controle correspondente. A descricdo detalhada

dessas observacdes vém a seguir.

4.3.1. Ambulacéao

A média de ambulacdo antes da cirurgia, utilizada como linha de base, foi
registrada como 100% em todos os grupos controles e tratados. Com o objetivo de
acompanhar a atividade exploratoria no mesmo grupo, os animais de 14 e 28 dias
de sobrevida foram avaliados a cada 7 dias no campo aberto e considerado

apenas o ultimo dia de teste na comparacao entre 0s grupos.

Em relacéo a linha de base, a ambulacéo foi significativamente reduzida em
todos os grupos tratados, apresentando apenas 1515,6% em 1 dia, 21+£7,3% em 3
dias, 22+7,4% em 7 dias, 33145,0% em 14 dias e 4616,7% em 28 dias (*p<0,05)
apos a injecdo de 6-OHDA. A diferenca também alcancou indices significativos
gquando comparados com seus respectivos controles depois da cirurgia, exceto no

grupo de 28 dias.
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N&o houve diferenca na média de ambulagéo antes e depois da cirurgia nos
grupos controles de 1, 3 e 7 dias de sobrevida, no entanto, a atividade motora
espontanea foi estatisticamente reduzida nos grupos controles de 14 e 28 dias
(Figura 11). Embora a diferenca entre dos grupos tratados em relacdo aos
controles seja significativa apos a cirurgia, exceto no grupo de 28 dias, é notoria a

diminuicdo da diferenca com o0 aumento da sobrevida.

E importante ressaltar que o grupo de 14 dias de sobrevida foi avaliado,
incluindo-se o teste que antecedeu a cirurgia (linha de base), trés vezes no campo
aberto e o grupo de 28 dias foi submetido a avaliagdo motora cinco vezes. A
diferenca encontrada nos grupos controles antes e depois da cirurgia nos animais
de 14 e 28 dias de sobrevida pode ser o reflexo da habituacdo destes animais no

aparato experimental.
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Figura 11 — Comportamento ambulatério de animais injetados com 6-OHDA ou com solu¢éo salina
(controles) antes e depois da inje¢do. Os valores sdo expressos em percentual em relagdo ao valor
médio absoluto do grupo controle correspondente. Em A—E, mostramos os resultados para os
grupos com sobrevida 1, 3, 7, 14 e 28 dias. As barras brancas representam os grupos injetados
com solucdo salina, enquanto que as barras pretas os grupos injetados com 6-OHDA. Pelo
comportamento dos grupos controles (barras brancas), observa-se que ocorre algum grau de
habituacdo ao teste com diminuicdo do niumero de cruzamentos com a repeticdo do teste, que
pode ser constatado nos grupos de 14 e 28 dias de sobrevida (3 vezes para o grupo de 14 dias e 5
vezes para o grupo de 28 dias), graficos D e E respectivamente. Apesar desta habituacédo, os
resultados mostram que a injecdo de 6-OHDA provoca diminuicdo mais acentuada na ambulagéo,
e isso pode observado em todos os grupos e tempos de sobrevida (teste t, p<0,05), exceto no
Ultimo teste do grupo de 28 dias (gréfico E). N=5 para cada grupo controle, e N=5-7 para cada
grupo injetado com 6-OHDA.
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A atividade motora espontanea dos grupos de 14 e 28 dias foi registrada a
cada 7 dias. O aumento da atividade exploratoria dos tratados em relacdo ao
grupo controle foi aumentando gradativamente com o aumento da sobrevida,
corroborando com os resultados anteriores. Na Figura 12 esta representado

apenas o grupo de 28 dias de sobrevida.
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Figura 12 - Ambulacdo de animais de 28 dias injetados com 6-OHDA ou com solugdo salina
(controles) antes e depois da cirurgia de estereotaxia. Os valores estdo expressos em percentual
em relagdo ao valor médio absoluto do grupo controle. As barras brancas representam 0s grupos
injetados com solugéo salina, enquanto que as barras pretas os grupos injetados com 6-OHDA.
Pelo comportamento dos grupos controles (barras brancas), observa-se que ocorre algum grau de
habituacdo ao teste com diminuicdo do nimero de cruzamentos com a repeticdo do teste (5
vezes). Apesar desta habituacdo, os resultados mostram que a injecdo de 6-OHDA provoca
diminuicdo mais acentuada na ambulacdo, seguida de crescente recuperacdo da atividade motora
espontanea nos animais injetados com a toxina. Teste t, p*<0,05. N=5 para cada grupo controle, e
N=6 para cada grupo injetado com 6-OHDA.

4.3.2. Bipedestacgéo

Assim como na avaliacdo da ambulacéo (acima), a média de bipedestacéo
antes da cirurgia foi utilizada como linha de base e foi registrada como 100% em

todos os grupos controles e tratados. Em relagédo a linha de base, a bipedestagéo
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foi significativamente reduzida em todos os grupos tratados, apresentando apenas
7+5,0% em 1 dia, 4+2,7% em 3 dias, 4+2,6% em 7 dias, 29+11,3% em 14 dias e
38+12,2% em 28 dias de sobrevida (*p<0,05). Todos 0s grupos tratados
comparados com seus respectivos controles também alcancaram indices
significativos, exceto no grupo de 28 dias. E assim como no comportamento
ambulatorio, nota-se uma pequena recuperacdo no nimero de bipedestacdes nos

tempos de sobrevida maiores de 14 e 28 dias (Figura 13).

N&o houve diferenca na média de bipedestacdes antes e depois da cirurgia
nos grupos controles de 3 e 7 dias de sobrevida, no entanto, este parametro foi

estatisticamente reduzido nos grupos de 1, 14 e 28 dias.
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Figura 13 - Comportamento de bipedestacéo de animais injetados com 6-OHDA ou com solugdo
salina fisiol6gica (controles) antes e apds a injecdo. Os valores estdo expressos em percentual em
relagdo ao valor médio absoluto do grupo controle correspondente. Em A-E, mostramos o0s
resultados para os grupos com sobrevida de 1, 3, 7, 14 e 28 dias. As barras brancas representam
0s grupos injetados com solucdo salina, enquanto que as barras pretas representam 0s grupos
injetados com 6-OHDA. Os resultados foram equivalentes aqueles obtidos na avaliacdo da
ambulacdo (Figura 10). Também se observa algum grau e habituacdo com a repeticdo do teste
(vide grupo de 14 e 28 dias de sobrevida, D e E respectivamente). Mas apesar dessa habituacéo,
0s resultados mostram que a inje¢cdo de 6-OHDA provoca diminuicdo mais acentuada no ndmero
de bipedestacdo, sendo isso observado principalmente nos grupos de 1, 3 e 7 e 14 dias de

sobrevida.
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E importante ressaltar que os grupos controle (salina) e 6-OHDA de 14 dias
de sobrevida foram avaliados, incluindo-se a linha de base, trés vezes no campo
aberto e os grupos de 28 dias foram submetidos a avaliagdo motora cinco vezes.
A diferenca encontrada nos controles antes e depois da cirurgia nos grupos de 14
e 28 dias explica-se pela habituacdo destes animais no aparato experimental, .
Enquanto que a diferenca encontrada no grupo de 24h pode ser apenas reflexo do

curto periodo de recuperacao da cirurgia.

A atividade exploratéria no campo aberto dos grupos de 14 e 28 dias foi
registrada a cada 7 dias. Nos grupos tratados, observou-se diminuicéo significativa
no percentual de bipedestacdo em relacdo aos controles, semelhante as
diferencas encontradas quando comparou-se grupos experimentais distintos com
sobrevidas equivalentes. Houve variacdo para este comportamento somente no
grupo tratado de 7 dias de sobrevida em relacdo ao primeiro teste apos 7 dias no
grupo tratado de 28 dias (Figura 13 C e figura 14) . Embora a diferenca nos
testes, do grupo tratado em relagédo ao controle seja significativa, exceto no grupo
de 28 dias, o percentual de bipedestacdo nos grupos tratados se mantém na

mesma faixa em todos os testes (Figura 14) .
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Figura 14 — Bipedestacdo de animais injetados com 6-OHDA ou com solucdo salina fisiologica
(controles) antes e depois da cirurgia de estereotaxia. Os valores estdo expressos em percentual
em relagdo ao valor médio absoluto do grupo controle correspondente. Em A mostramos 0s
resultados para os grupos controle e tratado de sobrevida de 14 dias, e em B mostramos 0s
resultados para os grupos controle e tratado 28 dias de sobrevida. As barras brancas representam
0s grupos controles, enquanto que as barras pretas representam 0s grupos injetados com a toxina.
Observa-se diferengas significativas entre tratado e controle nos testes de 7 e 14 dias, tanto no
grupo de 14 dias, quanto no grupo de 28 dias. Concomitantemente, observa-se diminuigdo gradual
deste parametro nos grupos controles de 14 e 28 dias. Notavelmente, ocorre algum grau de
habituacdo com a repeticdo do teste. N=5 para cada grupo controle, e N=7 para o grupo injetado
de 14 dias de sobrevida e N=6 para o grupo injetado de 28 dias de sobrevida. Teste t, p*<0,05.



4.4, CORRELACAO ENTRE DEGENERACAO NIGRAL E ALTERACOES

COMPORTAMENTAIS

O modelo de injecéo intracerebral de 6-OHDA é considerado um modelo
classico de DP. No presente estudo injetou-se 10 pg de 6-OHDA no nucleo
estriado esquerdo de camundongos e avaliou-se a magnitude da lesao no estriado
e a perda de neurdnios dopaminérgicos na SN apés 1, 3, 7, 14 e 28 dias. Avaliou-
se ainda, o comportamento rotatério apds estimulacdo com apomorfina e o
desempenho motor espontaneo (ambulagdo e bipedestacdo) no teste de campo
aberto. O grau de correlacdo entre essas quatro variaveis foi estimado e os

coeficientes encontram-se na tabela abaixo.

Perda Neuronal na SN Rotac6es Ambulagéo Bipedestacdo
Perda Neuronal na SN 1.00
Rotacgbes 0.96 1.00
Ambulacéo 0.76 0.76 1.00
Bipedestacao 0.80 0.78 0.95 1.00

Observa-se o alto grau de correlacdo entre a perda neuronal na SN e o
namero de rotacdes induzida por apomorfina (0,96), enquanto que uma correlacao
menor é observada com os parametros ambulacéo (0,76) ou bipedestacéo (0,8).
Por outro lado, h4 um alto grau de correlacdo entre ambulacdo e bipedestacao

(0,95).




Na figura 15 podemos observar o perfil de variacdo das quatro variaveis
testadas em fungcdo do tempo de sobrevida. Os dados foram normalizados e

expressos em valores percentuais para melhor comparacéo.
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Figura 15 - Correlagdo entre degeneragdo dopaminérgica ipsilateral e testes comportamentais em
animais injetados com 6-OHDA. A perda neuronal na SN do lado injetado com a toxina esta
expresso em valores percentuais em relagdo ao valor médio absoluto do lado néo injetado. Os
valores de nimeros de rotagBes foram normalizados considerando-se o maior valor (do grupo de
28 dias) como igual a 100% parametros. Os outros dois pardmetros comportamentais, ambulacédo
e bipedestacdo, estdo representados por valores percentuais em relacdo aos grupos controles
respectivos.



5. DISCUSSAO

5.1 - ADOSE DE 6-OHDA

O modelo de injecdo intracerebral de 6-OHDA é considerado um modelo
classico de DP e tem sido utilizado em experimentos que visam testar o potencial
neuroprotetor de certas drogas e terapias celulares. Enquanto o modelo ja
encontra-se bem caracterizado em ratos (BETARBET et al., 2002; SHIMOHAMA
et al., 2003; PRZDEDBORSKI et al., 1995), uma descricdo mais detalhada ainda
carece em camundongos, apesar do mesmo ser utilizado com frequéncia para
estudos investigativos de terapias potenciais para a DP (NISHIMURA et al., 2003;

CUNNINGHAM e SU, 2002).

Na literatura, encontra-se grande variacdo nas doses de 6-OHDA
administradas no encéfalo de camundongos: 4 pug (ALVAREZ-FISCHER et al.,
2007; NISHIMURA et al., 2003); 16 pg (CUNNINGHAN e SU et al., 2002); 20 Hg
(SILVA et al, 2005); 30 pg (BENSADOUN et al., 1998). Nos estudos
apresentados, o volume injetado também variou de 2 pl nos trabalhos de
ALVAREZ-FISCHER et al. (2007), NISHIMURA et al. (2003), CUNNINGHAN e SU
et al. (2002) e BENSADOUN et al. (1998); para 4ul nos trabalhos de SILVA et al.

(2005).
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NISHIMURA et al., (2003) injetaram 4ug/2ul de 6-OHDA no lado direito do
nucleo estriado de camundongos adultos da linhagem 129/SvJ e registraram o
comportamento rotacional induzido por apomorfina em 2, 4, 6, 8, 10 e 12 semanas
de sobrevida. Os pesquisadores avaliaram o potencial neuroprotetor de enxerto no
estriado de neurdnios dopaminérgicos diferenciados in vitro a partir de células
troncos embrionarias. Eles demonstraram que 0 comportamento rotacional
induzido por agonista dopaminérgico diminuiu significativamente apos o
transplante, que acorreu na 4 semana apos a injecdo da toxina. No entanto, os
autores relatam que a eficacia da terapia depende da concentracdo de células

tronco transplantadas.

Camundongos da linhagem C57BL6 foram utilizados em outros estudos
relacionados com a patofisiologia da DP. O modelo de hemiparkinsonismo
induzido por 6-OHDA utilizando camundongos desta linhagem foi utilizado no
trabalho desenvolvido por Cunningham e Su (2002). Eles injetaram uma dose de
16pg/2ul no estriado direito e utilizando-se de métodos de imunohistoquimica
observaram perda celular de 86% na SN duas semanas ap0s a administragéo da
toxina. Outro trabalho também relacionado ao hemiparkinsonismo induzido por 6-
OHDA em camundongos C57BL6 foi realizado por Silva et al. (2005). Estes
pesquisadores administraram 4 pl contendo 20 ug da toxina no estriado e
registraram perda de 79% de células reativa a TH na SNpc. Os autores nao

discutiram a perda neuronal na via via nigroestriatal com alteragbes motoras.
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Bensadoun et al., (1998) injetaram 30ug/2ul de 6-OHDA i.c.v.
(intraventricular) em camundongos da linhagem C57BL6. Ap0Os 24h, a injecao da
toxina induziu diminuicdo de 34% dos niveis de dopamina no estriado e morte
celular de 52% na SN, 7 dias apds o tratamento. J& Lundblad et al. (2004)
injetaram no feixe prosencefalico medial (MFB) de camundongos C57BL6, 2
injecbes de 6ug/2ul de 6-OHDA unilateralmente. Os autores registraram
diminuicdo de 70% da recaptacdo de dopamina no estriado. Esta alteracédo foi
observada em imuno-histoquimica para TH 32 dias ap6s a administracdo. No

entanto, o curso temporal e a progressao da lesédo ndo foram descritos.

Os trabalhos desenvolvidos por Alvarez-Fischer et al. (2007) avaliaram a
perda de neurbnios dopaminérgicos da via nigroestriatal, a concentracdo de
dopamina e metabdlitos no estriado, e comportamento motor no bastdo giratorio
(rotarod). A avaliacédo foi realizada apos injecao de 4ug/2ul de 6-OHDA no estriado
esquerdo de camundongos C57BL6 em 3, 7, 14, 28 e 56 dias de sobrevida. Os
autores relataram que a maior parte da perda dos neurdnios dopaminérgicos na
SN ocorre nos primeiros 7 dias, com pouco incremento da perda entre 7 e 56 dias.
No teste no bastédo giratério, o déficit motor ocorreu ja apds 3 dias de sobrevida,

com recuperacao progressiva apos 14 dias.

Em comparagdo aos trabalhos de ALVAREZ-FISCHER et al., 2007, nés
injetamos dose maior, 10 ug de 6-OHDA em volume equivalente (2 ul), no estriado
e na mesma linhagem de camundongo utilizados nos trabalhos desses

pesquisadores. Verificamos a ocorréncia de degeneracao progressiva no sistema



dopaminérgico nigroestriatal, prejuizo motor no teste de campo aberto com
crescente recuperacao até 28 dias, e aumento progressivo do nimero de rotacdes

contralaterais apos indugcdo com apomorfina.

5.2 — O CURSO TEMPORAL DA DEGENERACAO DOPAMINERGICA NA VIA

NIGRO-ESTRIATAL

Seguindo a injecao de 6-OHDA, nds observamos que em 24h de sobrevida
ja ocorre perda da reatividade das fibras dopaminérgicas no estriado. Observamos
também diminuicdo progressiva de células TH-positivas na SN ipsilateral, com
perda celular de aproximadamente 30% apdés 3 dias de sobrevida e continuacao
da degeneracdo na SN até 28 dias. ALVAREZ-FISCHER et al., 2007 relataram
que a maior parte da perda de neurdnios dopaminérgicos na SN ocorre nos
primeiros 7 dias, com pouco incremento da degeneracdo entre 7 e 56 dias e
asseguram que o0 curso temporal da degeneracdo na via nigroestriatal em
camundongos € mais curto comparado com curso temporal da degeneracdo em

ratos.

A explicacdo para a diferenca do curso temporal da via nigroestriatal entre
as espécies segundo ALVAREZ-FISCHER et al., 2007, consiste primeiramente na
distancia entre o local da injecdo e os corpos celulares na SN, seguido da relacdo
entre o volume injetado e a estrutura lesada, que em camundongos sdo menores
quando comparados com ratos. Estas diferencas anatdémicas podem contribuir
para que a lesdo crbnica na via nigroestriatal de camundongos seja mais rapida do

que em ratos.
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ALVAREZ-FISCHER et al., (2007), avaliaram a morte de neurdnios
dopaminérgicos na SN, concentracdo de dopamina no estriado e desempenho
motor no teste do rotdmetro apoés 3, 7, 14, 28 e 56 dias de sobrevida. Consoante a
avaliagdo motora, os autores observaram déficit apos 3 dias de sobrevida com
recuperacao progressiva a partir da segunda semana. Entretanto, o teste do
rotbmetro avalia apenas se ha ou ndo um défict motor, que n&o guarda
necessariamente uma correlacdo com a degeneracdo nigroestriatal. E pelos
resultados relatados, tal parAmetro comportamental, de fato, ndo correlaciona-se
diretamente com a degeneracdo, visto que esta progride com o tempo de
sobrevida, enquanto que o comportamento avaliado no rotahod primeiro piora e

depois melhora.

O teste comportamental mais adequado é o0 que avalia as rotacdes
induzidas farmacologicamente com apomorfina ou com anfetaminas, pois ele
podem dar uma leitura mais direta sobre o estagio ou grau de degeneracdo no
sistema nigroestriatal. Esse teste tem sido usado nos trabalhos de neuroprotecéo
com a premissa de que de fato essa correlacdo exista, embora nenhum estudo
tenha demonstrado isso claramente. O nosso trabalho, portanto, tenta preencher
essa lacuna, e avalia o grau de correlacdo entre a degeneracdo dopaminérgica
nigroestriatal com o teste das rotagdes induzidas por apomorfina em
camundongos com hemiparkinsonismo induzido por 6-OHDA a fim de discutir a
viabilidade do uso desse teste como parametro final que indique se uma

determinada terapia testada foi bem sucedida ou néo.
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5.3 — ADMINISTRACAO ESTRIATAL DE 6-OHDA INDUZ ALTERACOES

MOTORAS EM CAMUNDONGOS

No presente estudo, os animais foram avaliados em 1, 3, 7, 14 e 28 dias
apos a administracdo de 6-OHDA, nos teste com apomorfina e campo aberto.
Nossos resultados mostram que o teste com agonista dopaminérgico é o mais
adequado para inferir sobre o grau de assimetria na via nigroestriatal. Pois, tanto a
degeneracdao ipsilateral quanto o comportamento rotatério induzido por apomorfina
aumentaram progressivamente com o aumento da sobrevida. Enquanto que no
teste de campo aberto ndo houve registro de correlacdo entre a lesdo unilateral na

via nigroestriatal e permanéncia da hipolocomocgéao neste teste.

5.3.1 — Avaliagcdo no Campo Aberto

O teste de campo aberto é amplamente utilizado para registrar o
desempenho motor espontaneo e atividade exploratéria de diversas espécies de
animais (ANDRIGA, et al., 2000). No presente trabalho, camundongos da
linhagem C57BL6 foram avaliados no teste de campo aberto, antes e depois da

cirurgia. A atividade motora e exploratoria antes da cirurgia foi utilizada como linha
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de base para comparacdes subsequentes, de acordo com a sobrevida de cada

grupo.

No modelo de parkinsonismo induzido por 6-OHDA em camundongos
verificamos que houve reducdo da atividade motora espontadnea e atividade
exploratéria dos animais de todos os grupos de sobrevida em relagdo a linha de
base (teste antes da injecdo) apos a infusdo estriatal desta neurotoxina. A
hipolocomocéo foi mais acentuada 24h apds a cirurgia e diminuiu com o aumento
do tempo de sobrevida. No ultimo dia de teste do grupo de 28 dias, os parametros
de ambulacdo e bipedestacdo nao foram significativos em relacdo aos animais
controle. Os animais do grupo controle de 24h tiveram diminui¢do na bipedestacao
em relacdo a linha de base (Figura 12), o que reforca que parte do efeito
observado nos animais injetados com 6-OHDA do grupo de 24h se deve a

influéncias inespecificas do procedimento cirdrgico.

O grupo controle de 24h também apresentou tendéncia a diminuicdo da
ambulacdo, mas a diferenca em relacdo a linha de base néo atingiu significancia
estatistica. Nos grupos controles de 3 e 7 dias de sobrevida, os parametros
comportamentais de ambulacédo e bipedestacdo tendem a aumentar, para depois
diminuirem nos grupos de 14 e 28 dias de sobrevida. Esse comportamento é
compativel com uma recuperacdo dos possiveis efeitos da cirurgia seguida de
habituacdo ao teste. Esses resultados sao corroborados pelos estudos de

Lundblad et al., (2004), que também registraram hipolocomocéo logo apos a
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cirurgia de estereotaxia seguida de recuperacdo motora espontanea no testes de

campo aberto.

Entretanto, independente da influéncia da cirurgia sobre os parametros
analisados, os grupos injetados com 6-OHDA ainda assim apresentam uma
reducdo adicional na taxa de ambulacao e bipedestacéao realizadas, e esse efeito
atribuimos ao tratamento com a toxina e a degeneracdo nigroestriatal dela
resultante. A recuperacao progressiva da atividade motora horizontal e vertical dos
camundongos no teste de campo aberto parece ocorrer devido a manutencéo da
integridade do lado néo injetado da via nigroestriatal, concomitante a mecanismos
compensatorios associados com o lado lesado. Esses mecanismos
compensatorios podem estar relacionados com o0 aumento da sintese de
receptores dopaminérgicos pos-sinapticos que contribuem para melhorar a

modulagdo dopaminérgica do lado lesado.

Nossos resultados mostram, portanto, que ndo ha correlacdo entre a perda
unilateral de neurdnios dopaminérgicos na via nigroestriatal e diminuicdo da
atividade motora espontanea e diminuicdo da atividade exploratéria no teste de
campo aberto. Observamos diminuicdo acentuada na ambulacdo e bipedestacéo
24h apoOs a injecdo da toxina e crescente recuperacdo da atividade motora
espontédnea nos testes realizados. Portanto, esses parametros avaliados no
modelo de campo aberto ndo podem ser considerados adequados para medidas

diretas da degeneragéao nigroestriatal induzida pela inje¢éo de 6-OHDA.
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5.3.2 — Teste das Rotag¢6es Induzidas por Apomorfina

O teste com apomorfina, um agonista dopaminérgico, esta associado ao
comportamento rotatério em ratos com lesdo unilateral na via nigroestriatal
(PERESE et al., 1989; PRZDEDBORSKI et al., 1995; LUNDBLAD, et al., 2002).
No presente trabalho, observamos comportamento ipsiversivo em todos o0s
camundongos do grupo de 24h de sobrevida. O grupo avaliado no terceiro dia
apresentou variacdo da resposta motora neste teste, sendo que trés sujeitos
rodaram para o lado contralateral e um rodou para o lado ipsilateral a lesdo. Todos
0S animais dos grupos de 7, 14 e 28 dias apresentaram comportamento
contraversivo. Registramos aumento no numero de rotacbes com aumento da
sobrevida, sendo que a média de rotacGes foi de 64+13 no grupo de 7 dias,

96+21,8 no grupo de 14 dias e 153+17,8 no grupo de 28 dias (*p<0,05).

A literatura relata que tamanhos diferentes de lesdo na via nigroestriatal de
ratos pode influenciar na intensidade e no sentido das rotagdes. Comportamento
ipsiversivo esta associado a animais que tiveram perda de até 50% de neurdnios
dopaminérgicos nigrais (SCHWARTING e HUSTON, 1996). A explicacao classica
para 0 comportamento ipsiversivo em ratos com lesdo unilateral consiste num
desequilibrio dopaminérgico entre lado lesado e o integro. Este desequilibrio é

mediado por ativacdo dopaminérgica menos intensa do lado lesado em relacéo ao



lado nao-lesado. Pois, o lado que recebeu a toxina possui menos dopamina
endégena do que no lado contralateral. Assim, a apomorfina administrada
sistemicamente tem o efeito somado com a dopamina endogena e o resultado é a
maior estimulacdo do lado integro e rotacdo para o lado ipsilateral a lesdo pela

decussacédo das vias motoras descendentes (SCHWARTING e HUSTON, 1996).

Por outro lado, é reportado na literatura que comportamentos
contraversivos induzidos por apomorfina ocorrem devido a estimulacdo de
receptores dopaminérgicos pés-sinapticos supersensibilizados no estriado lesado.
RotacOes contralaterais ocorreriam somente quando houvesse lesédo unilateral
extensa com diminuigcdo cronica de dopamina no estriado e perda de 90% de
neurénios na SNpc (SCHWARTING e HUSTON, 1996). No entanto, nossos
resultados mostram que em camundongos com perda de aproximadamente 26%
dos neurbnios nigrais jaA € possivel observar comportamentos contraversivos.

Rotacdes contralaterais a lesdo foram observadas a partir do 3° dia de sobrevida e

aumentou progressivamente com o aumento da degeneragéao.

Com os resultados dos nossos experimentos nés sugerimos que O
comportamento ipversivo observado com 24h de sobrevida se deve a disfuncéo
nigroestriatal do lado injetado (sem ainda grande percentual de degeneracédo) sem
a ocorréncia de up-regulation ou supersensibilizacdo dos receptores pos-
sinapticos. Com isso, como explicado acima, a apomorfina teria efeito
estimulatorio maior sobre as vias do lado contralateral a lesdo. Por isso, e devido a

decussacdo das vias motoras, o animal roda para o lado ipsilateral a injecao.
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Como o grau de degeneracao ou disfuncdo é baixo (devido ao curto tempo de
sobrevida), o numero absoluto de rotacdes é proporcionalmente baixo. Com o
aumento do tempo de sobrevida, a degeneracdo nigroestriatal no lado injetado vai
se instalando progressivamente, assim como a up-regulation ou
supersensibilizacdo dos receptores nos neurdnios estriatais pos-singpticos aos
terminais dopaminérgicos. Esse quadro ainda ocorreria em baixa intensidade e de
forma variavel apés 3 dias de sobrevida, resultando ai na grande variabilidade do
comportamento rotatorio no grupo. Com tempos de sobrevida maiores (7, 14 e 28
dias), tanto a degeneracdo quanto a sensibilizacdo dos receptores aumentaria
forma progressiva e explicaria 0 aumento gradual no comportamento rotatério

contaversivo.

Finalmente, o comportamento rotatorio induzido por apomorfina em
camundongos da linhagem C57BL6 parece ser mais sensivel a perda unilateral de
neurénios dopaminérgicos da via nigroestriatal que linhagens de ratos submetidos
ao mesmo teste. Pois, apesar das rota¢gdes induzidas por apomorfina aumentarem
com a magnitude da lesdo, o comportamento contraversivo ja € o observado
msmo com uma perda relativamente pequena de neurdnios em comparacao com
a descricdo em ratos. O nosso estudo sugere, portanto, que o0 comportamento
rotatério induzido por apomorfina € um bom indicativo do grau de assimetria na via
nigroestriatal de camundongos com hemiparkinsonismo induzidos por 6-OHDA e
gue pode ser uma ferramenta muto Util em experimentos que visem testar terapias

com potencial neuroprotetor para a doenca de Parkinson.
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5 — CONCLUSOES

5.1 — Analises histopatologicas de sec¢des do estriado e da SN marcadas com
imunohistoquimica para tirosina-hidroxilase demonstrou que a administracdo de
uma uUnica dose de 10pg/2ul no lado esquerdo do nucleo estriado de
camundongos C57BL6 provocou diminuicdo da reatividade dos neurdnios
nigroestriatais ipsilaterais a injecdo 24h apés a administracdo da toxina, com

perda pronunciada a partir do 3° dia de sobrevida e continuando até 28 dias,

altimo tempo de sobrevida observado neste estudo.

5.2 — Camundongos com lesdo unilateral na via nigroestriatal apresentam
comportamento ipsiversivo e contraversivo apés estimulacdo por apomorfina. As
rotagcOes ipsilaterais aconteceram nos tempos de sobrevida mais curtos (24h e 3
dias), sugerindo que ainda ndo houve hipersensibilizacdo dos receptores pos-
sinapticos. As rotacdes contralaterais aconteceram consistentemente a partir de 7
dias de sobrevida, indicando que a hipersensibilizacdo pos-sinaptica ja esta

instalada.



57

53 - O comportamento rotatério induzido por apomorfina aumenta
progressivamente com a degeneracdo dopaminérgica unilateral da via
nigroestriatal indicando que este parametro comportamental € um indicador
excelente do grau de assimetria na via nigroestriatal de camundongos com
hemiparkinsonismo induzidos por 6-OHDA e que pode ser uma ferramenta muito
atil em experimentos que visem testar terapias com potencial neuroprotetor para a

DP.

54 — Houve menor correlacdo entre a perda unilateral de neurdnios
dopaminérgicos na via nigroestriatal e as alteracbes da atividade motora
espontanea de ambulacdo e bipedestacdo. Portanto, esses parametros avaliados
no modelo de campo aberto ndo sdo adequados para medidas diretas da
degeneracdo nigroestriatal assimétrica induzida pela injecdo unilateral de 6-

OHDA.
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