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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum em idosos,
caracterizada pela neurodegeneragdo de neurénios dopaminérgicos da substancia negra (SN),
com etiologia ndo claramente estabelecida, entretanto as causas podem estar associadas a
exposicao de toxinas ambientais e fatores genéticos. Os processos patoldgicos envolvidos na
DP sdo disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo, inflamacdo e excitotoxicidade. A
sintomatologia da DP s&o alteragdes motoras, cognitivas e autondmicas. Contudo, poucos
estudos analisam os sintomas ndo-motores da DP, principalmente em modelos animais. Nesse
contexto o objetivo deste trabalho foi avaliar sintomas ndo-motores da DP em modelo animal
com lesdo provocada pela neurotoxina 6-hidroxidopamina com duas doses diferentes,
injetadas bilateralmente no estriado. Para alcangar nossos objetivos realizamos os testes de
campo aberto, apomorfina, labirinto aquatico de Morris e testes de discriminacdo olfativa,
além de analises histologicas. Nossos resultados mostraram alteragdes motoras, déficits de
mem©ria e aprendizado, associadas a diminuicéo de células dopaminérgicas na SN, neurénios
estriatais e neurdnios da regido hipocampal CAl. Dessa forma, esse modelo para os sintomas
ndo-motores da DP pode ser utilizado para a compreensdo dos mecanismos que envolvem a
doenca, assim como para avaliar medidas terapéuticas que possam retardar ou interromper a
progressao da DP.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson — 6-OHDA — estriado — memdria — labirinto aquético
de Morris.
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ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative disease in the
elderly, characterized by neurodegeneration of dopaminergic neurons of the substantia nigra
(SN), with no clearly established etiology, though the causes may be associated with
exposure to environmental toxins and genetic factors. The pathological processes involved in
PD are mitochondrial dysfunction, oxidative stress, inflammation and excitotoxicity. The
symptoms of PD are motor, cognitive and autonomic changes. However, few studies have
analyzed the non-motor symptoms of PD, especially in animal models. In this context, the
objective of this study was to assess non-motor symptoms of PD in animal models with
lesions caused by the neurotoxin 6-hydroxydopamine with two different doses, injected
bilaterally into the striatum. To achieve our goals we performed tests of open field,
apomorphine, Morris water maze and olfactory discrimination tests, and histological
analyzes. Our results showed motor abnormalities, learning and memory deficits associated
with decreased dopaminergic cells in the SN, striatal neurons and neurons of the hippocampal
CALl. Thus, this model for non-motor symptoms of PD can be used to understand the
mechanisms involved in the disease, as well as to evaluate therapeutic strategies to slow or
stop progression of PD.

Key words: Parkinson’s disease — 6-OHDA - striatum — memory



1. INTRODUCAO
1.1. CONSIDERACOES GERAIS

A doenca de Parkinson (DP) é classicamente definida como uma desordem
progressiva caracterizada por tremor em repouso, rigidez muscular, reducdo dos movimentos
e instabilidade postural e esses sintomas estdo associados a degeneracdo de neurdbnios
dopaminérgicos da substancia negra (SN) parte compacta, cujos axdnios emitem projecoes
predominantemente para o estriado (ANTONY ET AL., 2013). Sintomas como depressao,
ansiedade, alteracdes cognitivas, distdrbios olfatorios e transtornos no sono também podem
estar presentes (CHAUDHURI ET AL., 2006; LANGSTON, 2006).

A idade média de inicio da DP é por volta dos 60 anos, e a duracdo media da doenca a
partir do seu diagnostico é de 15 anos (LEES ET AL., 2009). A incidéncia da DP é de 15-19
casos por 100 mil habitantes por ano no mundo sendo que na maioria dos estudos o pico de
incidéncia fica entre 70 e 79 anos de idade (TWELVES ET AL., 2003). Estima-se que cerca
de 1% da populacdo acima de 65 anos tem DP clinicamente diagnosticada, havendo aumento
da incidéncia com a idade, e com uma projecéo de 8,7 a 9,3 milhdes de individuos afetados
em 2030 (WIRDEFELDT ET AL., 2011). Na maioria dos estudos, a incidéncia e a prevaléncia
de DP é apontada como sendo maior no sexo masculino com um risco de 2% para homens e
de 1,3% para mulheres de desenvolverem PD ao longo da vida (WIRDEFELDT ET AL.,
2011).

Na DP a forma esporadica é a mais comum, representando cerca de 90-95% dos casos,
sem causa conhecida e prevalente em idosos. A forma familiar hereditaria representa os 5-
10% dos casos restantes, tendo em geral um desenvolvimento mais precoce; pelo menos 6
genes ja foram associados a formas relativamente comuns de DP monogénica, sendo que
existem aproximadamente 28 regides cromossémicas distintas relacionadas a DP (ANTONY
ET AL., 2013).

Alguns fatores podem aumentar consideravelmente o risco do desenvolvimento da DP.
O principal deles continua sendo a idade avancada (ANTONY ET AL., 2013). Dentre os
fatores ambientais, a exposi¢do a pesticidas é a que possui evidéncias mais robustas (ELBAZ
& MOISAN, 2008; MAELE-FABRY ET AL., 2012). Outros fatores que se correlacionam
positivamente com o0 aparecimento de DP, com evidéncias ainda ndo conclusivas séo:

hipertensdo arterial, exposi¢cdo a0 manganés, exposi¢do ao chumbo e retirada dos ovarios. Por



outro lado, um risco menor tem sido associado ao consumo de cha verde ou preto, café,
exposicao ao tabaco e, em mulheres, a reposi¢do de estrogénio ap6s a menopausa (ELBAZ &
MOISAN, 2008). Existe ainda um corpo de evidéncias limitadas para a associacdo negativa
entre DP e consumo de alcool, atividade fisica, consumo de anti-oxidantes, sendo que a
associacao negativa de DP com consumo de cafeina e com o habito de fumar sdo as que séo
consideradas como mais consistentes (WIRDEFELDT ET AL., 2011).

1.2. ETIOLOGIA

A causa da DP esporadica é desconhecida, contudo, fatores ambientais e genéticos
podem estar envolvidos. A hipétese de toxinas ambientais foi alavancada pela descoberta do
parkinsonismo induzido pelo 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridinio (MPTP). Em 1982, o
MPTP foi descoberto quando usuérios de drogas desenvolveram sindrome parkinsoniana apos
0 uso de meperidina sintética, que apds investigacdes confirmou-se estar contaminada com
MPTP (LANGSTON ET AL., 1983). Os sintomas causados foram semelhantes aos da DP,
devido aos efeitos tdxicos dos metabdlitos do MPTP sobre os neurbnios dopaminérgicos.
Estudos demonstraram que a indu¢do do quadro de parkinsoniano pelo MPTP em humanos é
irreversivel e estavel (LANGSTON ET AL., 1999).

O metabolito toxico do MPTP, o 1-metil-4-fenilpiridinium (MPP+), é um inibidor do
complexo | da mitocéndria, sugerindo o possivel envolvimento mitocondrial na patogénese da
DP (MIZUNO ET AL., 1988). Outras toxinas ambientais como 0s pesticidas paraquat e
rotenona também causam disfuncdes mitocondriais, tém sido utilizados em modelos
experimentais de DP, e foram positivamente correlacionados com o desenvolvimento da DP
em humanos (TANNER ET AL., 2011).

Além de fatores ambientais, fatores genéticos também estdo associados a DP. Diversos
genes que causam DP familiar monogénica de heranca autossdmica dominante ou recessiva ja
foram identificados e estudados, dentre eles os genes a-sinucleina (SNCA), LRRK2 (cinase 2
rica em repeticdes de leucina), PINK1, DJ-1, ATP13A2 (ATPase tipo 13A2), parkina, PARK5
(ubiquitina C-terminal hidrolase L1) e GBA (LEES ET AL., 2009; ANTONY ET AL., 2013).
Os pacientes com mutagdes nos genes LRRK2 e a-sinucleina desenvolvem um quadro muito
semelhante a DP esporadica, sendo as mutacdes no gene LRRK2 relativamente comuns nos
judeus Ashkenazi e nos portugueses (LEES ET AL., 2009).



Outra possibilidade é a existéncia de uma neurotoxina endogena capaz de gerar a
neurodegeneragdo. Alteracdes no metabolismo normal poderiam originar substancias toxicas
devido a exposicdo ao ambiente ou diferencas inerentes a vias metabolicas. Uma das fontes de
toxinas enddgenas pode ser 0 metabolismo normal da dopamina, o qual gera espécies reativas
de oxigénio (ROS) (BLUM ET AL., 2001; JINSMAA ET AL., 2011).

1.3. FISIOPATOLOGIA

A caracteristica patologica da DP é a degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos na
substancia negra parte compacta (SNpc), resultando na deplecdo de dopamina no estriado,
composto pelo nucleo caudado e putdmen (JELLINGER, 2012). Esse neurotransmissor regula
as projecdes excitatorias e inibitorias dos nucleos da base, e o grau de perda neural e axonal
dopaminérgica mostram alta correlacdo com a severidade e a duracdo da disfuncdo motora na
DP (JELLINGER, 2012).

No eixo nigroestriatal, os corpos celulares dos neurdnios estdo na SNpc. Na DP, a
perda desses neurbnios, os quais normalmente contém neuromelanina, produz o achado
histopatoldgico classico de despigmentacdo da SNpc. A perda das projecdes dopaminérgicas
no estriado aparenta ser mais evidente do que a perda de corpos celulares na SN, sugerindo
que os terminais dopaminérgicos do estriado sdo o primeiro alvo do processo de degeneracao
(DAUER & PRZEDBORSKI, 2003).

A perda de neurbnios dopaminérgicos pode ocorrer devido a morte por apoptose, uma
via de sinalizacdo intracelular ativada para provocar a morte celular programada ou suicidio
celular. Acredita-se que o estresse oxidativo € um importante mecanismo patogénico de
apoptose neural na DP. O estresse oxidativo € o desequilibrio na producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Os fatores importantes para a producdo do estresse oxidativo séo
o0 alto consumo de oxigénio, altos niveis de acido graxo polinsaturado na membrana neural e
alta concentracdo de ferro. Esse estresse oxidativo, gerados por processos fisiologicos ou
patoldgicos, possui a capacidade de provocar danos teciduais (ZHAO, 2009; ZHOU ET AL.,
2008).



A andlise tecidual post-mortem de pacientes com DP constataram um aumento de
peroxidagdo lipidica e dano ao DNA na SN. Essas alteragbes sdo geradas por uma
superproducdo de ROS no encéfalo dos pacientes (ZHAO, 2009; ZHOU ET AL., 2008).

Alguns neurdnios sobreviventes a neurodegeneracdo apresentam inclusdes
citoplasmaticas, denominadas de corpos de Lewy compostas principalmente pela proteina a-
sinucleina. Greffard et al. (2010) descreveram uma proporcao constante de 3,6% de neurénios
com corpos de Lewy na substancia negra de cérebros de pacientes que haviam falecido com
diferentes graus de apresentacdo clinica de parkinsonismo. Baseado nesses achados, eles
propuseram que 0s corpos de Lewy sdo formados e eliminados (com a morte neuronal)
continuamente na substancia negra doente reforcando a hipétese de que os corpos de Lewy
contribuem para a morte neuronal. Cerca de 10% das pessoas com mais de 60 anos que
morrem sem diagndstico de doenca neuroldgica possuem corpos de Lewy; uma condicéo
denominada de patologia incidental de corpos de Lewy, que é considerada por muitos como
representando uma fase pré-sintomética da DP (DICKSON ET AL., 2008).

A degeneracdo neuronal com formacdo de corpos de Lewy também é encontrada em
diversas regifes do sistema nervoso tais como neur6nios colinérgicos do nucleo basal de
Meynert, neurdnios noradrenérgicos do locus coeruleus, neurénios serotoninérgicos do nucleo
da rafe do tronco encefalico, assim como, neurbnios do sistema olfatério, hemisférios

cerebrais, medula espinal e sistema nervoso autbnomo periférico (JELLINGER, 2012).

Estudando a presenca de corpos de Lewy contendo a-sinucleina no sistema nervoso
humano post-mortem, Braak e colaboradores (2003) sistematizaram esses achados e
propuseram um estadiamento neuropatoldgico e clinico para a DP. Eles sugeriram que a
doenca inicia, como uma patologia envolvendo a a-sinucleina, em neur6nios periféricos do
plexo nervoso gastrointestinal (Plexo de Meissner) e/ou nas terminacdes nervosas olfatorias, e
que se espalha através das vias nervosas passando por nucleos do tronco encefélico, de rostral
para caudal, e atingindo regiGes cada vez mais centrais como a propria substancia negra, e
posteriormente, as regides meso e neocorticais (BRAAK ET AL., 2003). O interessante desta

proposicdo é que ela d& subsidios anatdmicos para os sintomas ndo-motores da DP.



1.4. QUADRO CLINICO

Clinicamente, qualquer doenga que apresente deficiéncia de dopamina no estriado ou
dano estriatal direto, pode levar ao parkinsonismo, sindrome caracterizada por tremor em
repouso, rigidez, instabilidade postural, bradicinesia (diminuicdo dos movimentos
voluntarios), sendo esses 0s quatro sinais cardinais utilizados classicamente para caracterizar
a DP. Os sintomas motores usualmente iniciam assimetricamente, mas gradualmente se
tornam bilaterais. A DP € a causa mais comum de parkinsonismo, contabilizando em torno de
80% dos casos (DAUER & PRZEDBORSKI, 2003; WEINTRAUB ET AL., 2008).

As apresentacdes clinicas da DP podem variar entre 0s pacientes. Em relacdo a
sintomatologia motora classica o sintoma inicial mais comum é o tremor em repouso. Esse
sintoma é mais frequente em pacientes jovens; em idosos 0 sintoma mais proeminente é a
bradicinesia. A extrema manifestacdo da bradicinesia é a acinesia, ou dificuldade em iniciar
movimentos. O tremor pode ser o sinal mais visivel, mas a bradicinesia € o sintoma mais
debilitante da doenca. Um dos Gltimos sintomas a aparecer € a instabilidade postural, o qual é
um sinal do estagio avancado da DP (WEINTRAUB ET AL., 2008). Entretanto, outras
alteracdes motoras podem se manifestar mais precocemente sem que 0 proprio paciente
perceba, tais como a diminuicdo na mimica da face, flexdo de um braco com perda do
balancar, fala monotonica (LEES ET AL., 2009).

Evidéncias mais recentes mostram que 0s sintomas motores sdo apenas um aspecto
de uma desordem multifacetada e complexa. Pacientes com DP podem apresentar diversos
sintomas ndo motores como problemas cognitivos, psiquiatricos, distarbios autondmicos,
transtornos no sono e alteragcbes sensoriais (Tabela 1) (CHAUDHURI ET AL., 2006;
LANGSTON, 2006; MARTINEZ-MARTIN ET AL., 2007; PARK & STACY, 2009).

Alguns autores defendem que os sintomas ndo motores fazem parte de um quadro
sintomatologico que precede as alteracdes motoras da DP, podendo dessa forma ser descritos
como sintomas pré-motores (BRAAK ET AL., 2003; LANGSTON, 2006). Tais sintomas pre-
motores ocorreriam anos ou décadas antes do aparecimento das alteracbes motoras. Apenas 0s
sintomas motores, que caracterizam o parkinsonismo, ndo representariam a DP na sua

totalidade, mas apenas um aspecto dessa doenca complexa (LANGSTON, 2006).

De fato, existem pesquisas relatando que pacientes com DP apresentam déficits

olfativos e anormalidade nas estruturas olfatorias anos antes do diagnostico do parkinsonismo



(BERENDSE ET AL., 2001). Somando-se a isso, alguns trabalhos demonstram que a
dopamina possui papel significativo na discriminacdo olfatéria (BRAAK ET AL., 2003;
TILLERSON ET AL., 2006).

O risco de deméncia parece estar mais associado a idade avancada do que a duracéo da
doenca, e também é maior em pacientes que apresentem distirbios importantes de marcha e
fala, depressdo e resposta ruim a levodopa (LEES ET AL., 2009). Segundo Brown e
colaboradores (1997), o sistema neuroanatdmico afetado pela DP esta criticamente envolvido
om processos de memoria e aprendizagem. Alguns relatam que alteracbes cognitivas,
incluindo deficiéncias na memoria, comumente ocorrem nos estdgios iniciais da DP
(DUBOIS & PILLON, 1997).

Tabela 1: Sintomas da doenca de Parkinson.

Sintomas motores Sintomas ndo motores
Tremor em repouso SO
Bradicinesia Depresséo
Rigidez Ansiedade

Instabilidade postural Alteragcbes mnemaonicas

Transtornos do sono
Constipacéo
Disfuncao erétil

Déficit olfativo

Fonte: Dubois & Pillon, 1997; Chaudhuri et al., 2006; Langston, 2006; Weintraub et al.,
2008.



1.5. DIAGNOSTICO E TERAPEUTICA

O diagndstico é essencialmente clinico, ndo havendo um teste definitivo capaz de
diagnosticar a DP, com excecdo do teste genético para a DP familiar. Dessa forma, exames
clinicos devem ser realizados, e pelo menos dois dos sintomas motores classicos devem estar
presentes e com surgimento e progressao assimétrica. Para o diagnostico, é necessario excluir
outras causas de parkinsonismo, como formas secundérias e atipicas. Para a confirmacéo do
diagnostico também se avalia a resposta ao farmaco levodopa (MASSANO & BHATIA,
2012).

A primeira linha de terapia para a DP ainda consiste em estratégias de reposic¢ao de
dopamina. A droga mais utilizada continua sendo a levodopa, e seu uso melhora
drasticamente a qualidade de vida dos pacientes com DP no inicio da doenca. Contudo, apds
4-6 anos em tratamento, cerca de 40% dos pacientes provavelmente sofrerdo com discinesias
causadas por esse farmaco, gerando perda na qualidade de vida dos pacientes (AHLSKOG &
MUENTER, 2001). Quando surgem as discinesias, ha a possibilidade de adi¢do de outras
drogas, como inibidores de enzimas degradadoras desse neurotransmissor, como por exemplo,
0 inibidor da monoaminoxidase (IMAO), inibidor de catecolamina-o-metil-transferase
(COMT), agonistas dopaminérgicos e antagonistas NMDA (N-metil D-Aspartato)
(JANKOVIC & POEWE, 2012).

A restauracao da transmissdo dopaminérgica pela levodopa ndo melhora as alteragdes
cognitivas na mesma extensdo que os sintomas motores dependentes de dopamina (DUBOIS
& PILLON, 1997; JUBAULT ET AL., 2009). Logo, outros medicamentos sdo usados
associados para o manejo de sintomas cognitivos, tais como inibidores da acetilcolinesterase
para deméncia e antipsicoticos como quetiapina e clozapina para sintomas psicoticos (e.g.
alucinagdes) (JANKOVIC & POEWE, 2012).

Procedimentos cirdrgicos também sdo realizados na DP, na sua maioria, usando a
estimulacdo cerebral profunda (DBS), que substitui procedimentos ablativos. Na DBS um
eletrodo é implantado, geralmente, no globo péalido interno ou no nucleo subtalamico e
conectados a um estimulador inserido na parede toracica. As variadas estimulacdes sdo
ajustadas em relacdo a configuracdo do eletrodo, voltagem, frequéncia e duracdo de pulso a
fim de maximizar os beneficios e minimizar os efeitos colaterais. Os resultados benéficos sao

apenas para manifestacdes que respondem a levodopa, contudo, a DBS ndo impede a



progressdo ou o desenvolvimento da doenga. Esse procedimento cirirgico € mais indicado
para pacientes que apresentam incapacidade em decorréncia de complicacdo motora induzida
pela levodopa (LONGO ET AL., 2013).

Para o tratamento da DP, diversas alternativas tém sido intensamente buscadas por
pesquisadores. Inimeros farmacos tém sido testados a fim de retardar a degeneracdo neuronal
como anti-oxidantes, agonistas dopaminérgicos e anti-apoptoticos (STOCCHI & OLANOW,
2003; SIMPKIN & JANKOVIC, 2003), além de pesquisas com transplantes de células e
tecidos capazes de sintetizar catecolaminas (NISHIMURA ET AL., 2003).

1.6. MODELOS EXPERIMENTAIS

Para haver um cuidado integral e eficaz dos pacientes com DP ¢ de crucial importancia
reconhecer a importancia dos modelos experimentais da DP. O uso desses modelos permite
refinar estratégias de pesquisa que visem investigar a causa da doenga, 0S mecanismos
subjacentes aos sintomas e medidas terapéuticas que possam retardar ou interromper a sua
progressdo (MEREDITH ET AL., 2008).

Dessa forma, diversos modelos experimentais tentam mimetizar a fisiopatologia e 0s
sintomas da doenca de Parkinson em animais (Tabela 2). A maioria dos modelos
experimentais usam neurotoxinas que podem destruir ou alterar o sistema catecolaminérgico,
como por exemplo, o0 MPTP e a 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Pesticidas como rotenona,
paraquat e maneb também induzem algumas caracteristicas da doenca de Parkinson, quando
administrados na circulacdo sistémica de roedores. Uma caracteristica comum dessas
neurotoxinas é o fato de que todas afetam mitocondrias, direta ou indiretamente, através da
inibicdo do complexo mitocondrial | ou Ill, ou através da producdo de radicais livres
(SCHOBER, 2004; IANCU ET AL., 2005, CICCHETTI ET AL., 2009).

O MPTP é uma toxina muito utilizada em modelos animais de DP. Nos modelos
experimentais, 0 MPTP pode ser administrado sistemicamente (i.p.) e rapidamente atravessa a
barreira hematoencefalica. Subsequentemente o MPTP é oxidado em MPDP (1-metil-4-fenil-
2,3-dihidropiridina) pela enzima monoamina oxidase B (MAO B), e depois convertido
espontaneamente para MPP+ (1-metil-4-fenilpiridina). O MPP+ apresenta uma alta afinidade

por transportadores de dopamina, dessa forma é transportado para dentro dos neurénios



dopaminérgicos inibindo a respiragdo mitocondrial através do blogueio da cadeia
transportadora de elétrons (DAUER & PRZEDBORSKI, 2003; SCHOBER, 2004).

Tabela 2: Modelos experimentais da DP utilizando neurotoxinas: caracterizacdo geral de

modelos animais.

Toxinas Perda de neurénios DA Sintoma Motor  Sintoma ndo motor
MPTP Estriado e SN Déficit motor ~ Alteracdo na memoria e
aprendizado; depressao;
ansiedade
6-OHDA Estriado e SN Rotacéo Alteragdo na memoria e
induzida por aprendizado; depressao;
apormofina; ansiedade

Déficit motor

Rotenona Estriado e SN Déficit motor Depresséo
Paraquat SN Déficit motor -
Maneb SN Déficit motor -

Fonte: Meredith et al., 2008; Dauer & Przedborski, 2003; Branchi et al., 2008; Da Cunha et al.,
2001; Santiago et al., 2010; Cicchetti et al., 2009.

Em modelos experimentais com ratos, 0 MPTP é injetado diretamente no encéfalo, pois
a administracdo sistémica cronica falha em provocar destruicdo seletiva de neurdnios
dopaminérgicos, possivelmente pelo fato dos capilares sanguineos do encéfalo de ratos
apresentarem altos niveis de MAO B, a qual constitui uma eficaz barreira hemato-
encefalica enzimatica (CHIUEH ET AL., 1984; KALARIA ET AL., 1987). Em camundongos e
primatas a via de administracdo sisttmica de MPTP funciona adequadamente (PRZEBORSKI
ET AL., 2001).

Contudo, apesar de ser um excelente modelo, o uso de MPTP em modelos
experimentais de DP representa um grande risco para humanos, que podem se contaminar
através da ingestdo, inalagdo e absor¢cdo (DAUER & PRZEDBORSKI, 2003; SCHOBER,
2004). E necessario um laboratério com alto nivel de biosseguranca para sua utilizagdo, o que
torna o seu uso restrito. Do ponto de vista da neuropatologia, uma desvantagem do modelo do
MPTP é a auséncia de inclusdes semelhantes aos corpos de Lewy (MEREDITH ET AL., 2008).
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A modelagem da DP utilizando pesticidas e herbicidas justifica-se pelos achados
epidemioldgicos que associam o aumento do risco de DP com fatores tais como residéncia em
ambiente rural, ingestdo de agua de poco e exposicdo a agrotdxicos (UVERSKY, 2004). A
rotenona, um pesticida muito utilizado na agricultura organica em varios paises, € lipofilica e
facilmente atravessa a barreira hematoencefalica. Na administragdo intravenosa crbnica e
constante em ratos Lewis utilizando-se minibombas osmoticas, h4 degeneracdo de neurdnios
dopaminérgicos nigroestriatais acompanhados de corpos de Lewy (BETARBET ET AL., 2000;
SHERER ET AL., 2003). Ha ocorréncia também de elevacdo de danos oxidativos, microgliose
e aumento de depdsito de ferro (MEREDITH ET AL., 2008). Entretanto, em ratos da linhagem
Wistar, a intoxicacdo por rotenona ndo causou degeneracdo no sistema nigroestriatal (DE
ANDRADE, 2002). Ha relatos de ocorréncia de elevacdo de danos oxidativos, microgliose e
aumento de deposito de ferro (MEREDITH ET AL., 2008). Contudo, de acordo com outros
autores, a degeneracdo neuronal ndo estd restrita ao sistema nigral, ocorrendo também
degeneracdo no estriado, no ndcleo tegmentar peddndulo-pontino e no locus ceruleus
(HOGLINGER ET AL., 2003). A administracdo de rotenona também tem sido feita por via
intraperitoneal, oral, intracranial ou intranasal, e parece haver uma auséncia de especificidade
de acdo da toxina dentro e fora do SNC (Sistema Nervoso Central) (KIETZER, 2008). Dessa
forma, no modelo com rotenona é dificil relacionar o déficit motor com a degeneracdo neural,
pois ndo é possivel descartar a influéncia da sua toxicidade sistémica fora do sistema nervoso
sobre o comportamento dos animais (LAPOINTE ET AL., 2004; CICCHETTI ET AL., 2009).
Recentemente, Cannon et al., (2009) relataram que a injecdo de rotenona emulsificada em
triglicerideos de cadeia média e injetada intraperitonealmente durante 3 a 14 meses, produz, em
ratos Lewis, um modelo de PD reprodutivel, com baixas taxas de mortalidade, com perda de

45% de neur6nios dopaminérgico da SN e com a presencga de inclusdes contendo a-sinucleina.

O herbicida paraquat também induz um modelo téxico da DP. Esse herbicida € capaz de
atravessar a barreira hematoencefalica, logo é administrado de maneira sistémica, e gera
pequena ou nenhuma perda de neurdnios dopaminérgicos na SN (MEREDITH ET AL., 2008).
O paraquat possivelmente entra no cérebro através de transportadores de aminoacidos neutros e
posteriormente, é transportada para o interior das células de uma maneira dependente de sodio,
podendo formar agregados de a-sinucleina. Dentro da célula do SNC a toxina atua através da
formacdo de radicais superoxidos levando a toxicidade mitocondrial indireta, dessa forma

interrompendo a respiragdo mitocondrial no complexo | (SHIMIZU ET AL., 2001; MILLER,
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2007; DAUER & PRZEDBORSKI, 2003). Entretanto, pesquisas ainda precisam demonstrar
perda progressiva de células dopaminérgicas e déficit motor (MEREDITH ET AL., 2008).

Outra toxina ambiental empregada em modelos de DP €é o fungicida maneb
(etilenebisaditiocarbamato de manganés). Essa toxina pode inibir o transportador de glutamato
e interromper a liberacdo e recaptagdo de dopamina (MEREDITH ET AL., 2008). O maneb
atravessa a barreira hematoencefélica e inibe o complexo mitocondrial 1ll, provocando
diminuicao de neurdnios dopaminérgicos nigrais e diminuicao da atividade motora dos animais.
E administrado de maneira sistémica (CICCHETTI ET AL., 2009) e pode ser co-administrado
com o paraquat para gerar toxicidade; as duas toxinas combinadas podem destruir mais de 50%
de neurbnios dopaminérgicos de ratos jovens ou adultos, associado com alteragdes motoras e
microgliose (MEREDITH ET AL., 2008).

Um dos modelos de DP mais utilizados é aquele baseado da administracdo da toxina 6-
hidroxidopamina (6-OHDA). A 6-OHDA é uma neurotoxina especifica catecolaminérgica
estruturalmente analoga a dopamina e noradrenalina. Agindo como um “falso substrato” a 6-
OHDA é rapidamente acumulada em neurdnios catecolaminérgicos. O complexo mecanismo
de toxicidade envolve alquilacdo, rapida autoxidacdo (gerando perdxido de hidrogénio,
superoxidos e radicais hidroxil) e o impedimento na producgéo de energia mitocondrial. Dessa
forma, dentro dos neurdnios a neurotoxina acumula-se no citosol, promovendo alta taxa de
formacdo de radicais livres e como mecanismo adicional a 6-OHDA pode também se acumular
nas mitocondrias, onde inibe a atividade de transporte de elétrons, logo causando morte celular
e necrose de células dopaminérgicas (CHOI ET AL., 1999; SCHOBER, 2004; BLANDINI ET

AL., 2008).

O desenvolvimento da lesdo nigroestriatal induzida pela 6-OHDA ¢ associado a
marcadores inflamatérios, como também pode ocorrer com as neurotoxinas rotenona e MPTP.
A reacdo inflamatoria é expressa pela ativacdo de microglias, populacdo de macréfagos
residentes. Diversos testes com imunomarcadores e tomografia por emissdo de positrons
confirmaram a presenga de células inflamatorias no estriado e SN de animais lesionados com 6-
OHDA.. Resultados anteriormente descritos na DP em humanos relatam que a inflamagéo pode
ser uma importante chave para o mecanismo do processo degenerativo (BLANDINI ET AL.,
2008).



12

De acordo com Schober (2004) nos modelos experimentais, a 6-OHDA precisa ser
injetada diretamente no encéfalo atraves da cirurgia de estereotaxia, j& que a toxina ndo é capaz
de atravessar a barreira hematoencefalica quando injetada sistemicamente. A injecdo de 6-
OHDA deve ser realizada na substancia negra, estriado ou feixe prosencefalico medial. A
injecdo no estriado provoca indugdo de morte neuronal mais progressiva e retrograda,
comparada as injecOes da toxina na substancia negra e prosencéfalo medial. As lesdes no
estriado sdo lentas e parciais e tém sido usadas para imitar o progresso lento da DP
(SHIMOHAMA ET AL., 2003).

As lesdes de 6-OHDA podem ser bilaterais ou unilaterais. Nos modelos de lesdo
unilateral hd um comportamento motor rotacional contralateral ou ipsilateral dos animais,
induzido farmacologicamente ap6s a administracdo sistémica de apomorfina (agonista
dopaminérgico ndo seletivo) ou anfetamina (estimulante da liberacdo de dopamina). A principal
vantagem desse modelo é exatamente esse comportamento rotatdrio, que tem correlagcdo com o
grau de perda dopaminérgica e pode ser usado para rastreamento de terapias neuroprotetoras
(DAUER & PRZEDBORSKI, 2003).

A taxa de perda de neurbnios dopaminérgicos e seus terminais estriatais depende da
localizacdo e dose da neurotoxina, assim como o tempo de sobrevida apos a lesdo. Contudo, a
toxicidade gerada pela 6-OHDA né&o provoca a formagao dos corpos de Lewy (MEREDITH ET
AL., 2008).

Modelos experimentais para a DP também sdo desenvolvidos através de inflamacéo
crbnica ou aguda. A neuroinflamacdo é predominantemente mediada por microglia, células
fagociticas do sistema nervoso central. Quando ativada a microglia passa por uma mudanca
morfoldgica dramatica convertendo-se para um estado ameboide com capacidade de fagocitose,
e as células ativadas produzem substancias proinflamatérias como citocinas, 6xido nitrico e
ROS. Esse processo é importante durante o desenvolvimento neuronal e em injurias, contudo se
ocorrer uma ativacdo excessiva ou falta de regulacdo pode haver danos oxidativos aos
neuronios. Dessa forma, o LPS (Lipopolissacarideo) esta bem estabelecido para o0 uso em
modelos experimental de DP, pois é capaz de ativar rapidamente microglia associada a
degeneracdo de neurdnios dopamineérgicos da SN e estriado (MEREDITH ET AL., 2008). Ratos
injetados com LPS na SN rapidamente perdem neurbnios TH-positivos e mostram
comportamento motor caracteristico de rotacdo ipsilateral apos administracdo de anfetamina
(IRAVANI ET AL, 2005).


http://www.ib.usp.br/revista/system/files/09%20transcri%C3%A7%C3%A3o%20lps%20e%20nfkb.pdf
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Além do uso de neurotoxinas e LPS para a modelagem da DP tém se difundido também
0 uso de modelos genéticos. Os animais utilizados normalmente sdo roedores, principalmente
camundongos. Diversos genes associados a DP familiar ja foram identificados, tais como o da
a-sinucleina, LRRK2 (leucine-rich repeat kinase 2), Parkina, DJ-1 e PINK1 1 (PTEN-induced
kinas). A maioria desses genes codificam proteinas encontradas nos corpos de Lewy ou estdo
envolvidos na funcdo mitocondrial (TERZIOGLU & GALTER, 2008; DAWSON ET AL.,
2010).

Os modelos genéticos de DP apresentam efeitos mais sutis sobre o sistema
dopaminérgico, como uma pequena diminuicdo de transportadores de dopamina e alteragdes
motoras. Nenhum dos modelos genéticos com base em genes ligados a DP mimetizam o0s
principais sintomas da doenca, como a perda de neurénios dopaminérgicos. Dessa forma, em
alguns estudos é comum o uso de modelos genéticos combinados com modelos utilizando
toxinas, a fim de analisar o efeito da modificacdo genética na susceptibilidade a toxina
(TERZIOGLU & GALTER, 2008).

1.6.1. MODELAGEM DE SINTOMAS NAO-MOTORES

Diversos modelos para a DP utilizando neurotoxinas sdo focados na capacidade de
induzir dano dopaminérgico nigroestriatal e alteracGes motoras associadas. Entretanto, poucos
estudos modelam os sintomas ndo motores observados nos pacientes (Tabela 2) (DUBOIS &
PILLON, 1997; LANGSTON, 2006).

Como ja mencionado, pacientes com DP podem apresentar alteragdes em outras
diversas fungbes do organismo, incluindo transtornos de ansiedade, déficits de memodria,
disfuncdo olfatoria, distdrbios do sono, constipacdo intestinal, hipotensdo ortostatica,
disfuncdo sexual e urinaria, dor e parestesias, depressao, apatia, anedonia, fadiga e sintomas
psicoticos (LANGSTON, 2006; JANKOVIC & POEWE, 2012). Existe, portanto, um
interesse no desenvolvimento de modelos experimentais que possam reproduzir essas

disfungdes ndo motoras.

Alguns modelos em ratos tém sido descritos. Da Cunha e colaboradores (2001)
caracterizaram a injecao bilateral intranigral de MPTP em ratos como modelo para avaliar

aprendizado e memdria. Esse modelo provoca uma perda de neurdnios dopaminérgicos na
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ordem de 40-70%, dessa forma sendo considerado um bom modelo da fase inicial da DP.
Ferro e colaboradores (2005) compararam dois modelos animais de DP: ratos foram injetados
bilateralmente com MPTP (100 pg) ou 6-OHDA (6 ug) na substancia negra pars campacta.
Ambos o0s modelos apresentaram diminuicdo significativa de dopamina no estriado e
substancia negra, assim como déficit no desempenho para memoria de trabalho no teste do
labirinto aquéatico de Morris. Contudo, os animais lesionados com 6-OHDA tiveram grande
perda de peso associada & alta mortalidade. E sabido que les@es bilaterais da substancia negra

cursam com alto grau de apatia e mortalidade.

Mura e Feldon (2003) realizaram injecéo unilateral ou bilateral de 6-OHDA (8 ug) no
feixe medial do prosencéfalo de ratos, a fim de avaliar aprendizado espacial e alteracdo
motora. Os animais injetados unilateralmente ndo apresentaram alteragdes no aprendizado,
contudo os lesados bilateralmente apresentaram impedimentos na aprendizagem. Entretanto, o
trabalho ndo esclarece os efeitos da diminuicdo de dopamina sobre o aprendizado e memoria.
A injecdo no feixe medial do prosencéfalo pode ter contribuido para esses resultados, pois
essa lesdo pode provocar danos ou mudancgas em outras redes de neurotransmissores, como

noradrenérgicas e serotoninérgicas.

A injecdo bilateral de 6-OHDA no estriado de ratos, também foi avaliada. Branchi et
al. (2008) utilizaram 10,5 pg de 6-OHDA e relataram uma diminui¢do da marcacdo para TH
comparada ao controle, quadros de depressédo e ansiedade nos animais, mas auséncia de
alteragcBes na aprendizagem e memoria. Entretanto, Tadaiesky et al. (2008) utilizando uma
concentracdo ligeiramente maior de 6-OHDA (12 pg) relataram alteragdes cognitivas e

emocionais, como depressao, ansiedade, alteracdes na memoria e aprendizado.

Em camundongos, De Leonibus et al. (2007) realizaram lesdo estriatal bilateral com
4,5 ug de OHDA, e relataram um déficit cognitivo no processamento de informacéo visuo-
espacial sem perda de memoria generalizada. Com uma concentra¢cdo um pouco maior (8 ug
de 6-OHDA), Branchi et al. (2010) produziram reducdo de 40% de dopamina apés lesdo
bilateral no estriado, os animais apresentaram dificuldades motoras e quadros semelhante ao
ansioso, porém ndo houve alteracbes na memoria e aprendizado no teste do labirinto aquético

de Morris.

Ao avaliar alteracdes olfativas em ratos lesados com 6-OHDA, Tadaiesky et al. (2008)

observaram auséncia de alteracdo olfativa apds injetar 12 ug de 6-OHDA no estriado de
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ratos. Contudo, Prediger et al. (2010) administraram MPTP intranasal em camundongos e

provocaram déficit olfativo nos animais.

E de grande interesse a existéncia de um modelo de sintomas ndo-motores da DP em
camundongos, apresentando uma degeneracdo progressiva de dopamina sem grandes
alteragBes motoras. A eficacia dos modelos ndo-motores de DP utilizando a 6-OHDA parece
depender da dose de 6-OHDA utilizada, relacionada a quantidade de dopamina reduzida no
estriado e substancia negra. InjecOes bilaterais na substancia negra parecem produzir déficits
cognitivos significativos, porém sdo altamente debilitantes gerando um alto indice de
mortalidade. Inje¢Bes no feixe medial do prosencéfalo também geram grandes lesdes e
mudancas debilitantes para o animal. Por outro lado, lesGes bilaterais no estriado com até 8 ug
de 6-OHDA ndo parecem gerar déficits de memdria consistentes. Um modelo adequado seria
aquele que englobasse a maioria dos sintomas ndo motores da DP associados a perda de
dopamina no estriado e substancia negra, utilizando uma neurotoxina de facil utilizagdo, e
com baixa mortalidade. Desta forma, a lesdo estriatal bilateral em camundongos nos parece

ser um modelo atraente que ainda carece de melhor caracterizacao.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL:

Validar a lesdo bilateral intraestriatal com 6-OHDA em camundongos como um

modelo experimental para os sintomas nao-motores da doenca de Parkinson.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

2.2.1. Comparar a taxa de mortalidade em relacdo a outros modelos.

2.2.2. Avaliar alteracbes na memdria, aprendizado e olfacdo em camundongos submetidos a
lesbes estriatais bilaterais com diferentes concentracdes de 6-OHDA através dos testes de

labirinto aquatico de Morris e olfativos.

2.2.3. Avaliar a ocorréncia de diminuicdo no numero de neurdnios dopaminérgicos da
substancia negra marcados com métodos imunoistoquimicos, através de contagem

estereoldgica.

2.2.4. Avaliar a ocorréncia de diminuicdo no nimero de neurbnios estriatais e hipocampais

marcados com métodos imunoistoquimicos, através de contagem estereoldgica.



17

3. MATERIAL E METODOS
3.1. ANIMAIS

Cinquenta e trés camundongos machos, da linhagem suico albino, com cerca de 70 dias,
e pesando entre 41-47g, foram utilizados no inicio dos experimentos. Os animais foram
provenientes do Instituto Evandro Chagas (Belém, Pard). Os animais foram alojados em
cabines para biotério com temperatura e umidade relativa do ar controlada (24 + 2°C; 60%), em
um ciclo claro/escuro 12/12h natural. Alimento e agua ficaram disponiveis ad libitum. Todas as
medidas foram tomadas para minimizar o sofrimento dos animais. Todos os procedimentos
descritos neste documento foram aprovados pelo comité de ética em experimentagdo animal do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Pard (CEPAE-UFPA) sob o
parecer No. BIO015-11 de 17 de setembro de 2010 (ANEXO).

Os animais foram divididos em trés grupos: (i) Controle operado ou SHAM (N=10), o
qual recebeu injecdo intraestriatal apenas de veiculo (solucdo de acido ascérbico 0,2 mg/ml);
(if) 6-OHDA 15 pg bilateral (N=11), que recebeu uma injecdo contendo 15 pg de 6-OHDA em
cada estriado; (iii) 6-OHDA 20 pg bilateral (N=12), que recebeu 20 ug da neurotoxina em cada
estriado.

Os animais foram submetidos a testes comportamentais e cirurgias estereotaxicas, tendo

0s experimentos duragéo total de 39 dias (Figura 1).

Campo ,
Aberto (CA) Apomorfina Labirinto aquatico

Cirurgia CA CA
Cirugia Olfativo

Figura 1: Escala de tempo ilustrando o desenho experimental, no periodo total de 39 dias, para
os testes de campo aberto (CA), apomorfina, labirinto aquatico de Morris e olfativo, além das

cirurgias estriatais.
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3.2. CIRURGIA

Todos os camundongos operados foram anestesiados com 0,1 ml/10g de peso por via
intraperitoneal com uma mistura de cloridrato de cetamina (Vetanarcol, 50 mg/ml) e cloridrato
de xilazina (Kensol, 20 mg/ml) diluidos em solucéo de cloreto de sodio a 0,9%, sendo a dose
final de 75 mg/kg de cetamina e 20 mg/kg de xilazina . O nivel anestésico foi avaliado através
dos reflexos flexor e corneano. Apos certificarmo-nos de que o animal estad profundamente
anestesiado, o mesmo teve sua cabeca fixada em aparelho estereotaxico (Insight, Ribeirdo
Preto). Foi realizada injecdo uni- ou bilateralmente no estriado dorsal através de cirurgia
estereotdxica, utilizando microinjecdo de 6-OHDA (Sigma/H4381) em duas diferentes doses
(15 pg ou 20 pg) ou veiculo, em cada hemisfério cerebral. A injecdo foi realizada
primeiramente no estriado esquerdo, e apOs duas semanas (14° dia) os animais foram
novamente operados, injetando-se 6-OHDA ou veiculo no estriado direito. O veiculo utilizado
foi solugdo de &cido ascorbico (Sigma/A4544) a 0,2%, a fim de evitar a oxidacdo da solucao.
As coordenadas para localizacio do centro do estriado dorsal foram: 1) Antero-posterior (A-P)
0,8 mm a partir de bregma; 2) Médio-lateral (M-L) 1,5 mm a partir da linha média; 3) Dorso-
ventral (D-V) 3,0 mm a partir da calota craniana, baseadas no Atlas de Estereotaxia para
camundongos de Paxinos e Franklin (2004) e no trabalho de Cardoso (2008). Utilizamos uma
seringa Hamilton de 10 pl para a injecdo; o volume injetado foi de 2 pl (10 pg/pl ou 7,5 pg/ul)
em uma taxa de 0,5 pl por minuto Apés cada injecdo a seringa permaneceu no local por 3
minutos para difusdo adequada da solucdo de 6-OHDA ou veiculo. O peso dos animais foi

averiguado a cada sete dias.

3.3. TESTES COMPORTAMENTAIS

Foram utilizados testes comportamentais para avaliar motricidade, presenca de lesdo
nigroestriatal, aprendizado, memoria, alteracbes olfativas e ansiedade. A motricidade foi
avaliada pelo teste do campo aberto. A presenca de leséo nigroestriatal foi averiguada pelo teste
de rotagdes induzidas por apomorfina. Aprendizado e memoria, através do teste do labirinto
aquatico de Morris. O comportamento tigmotatico foi usado para inferir a ansiedade no teste do
labirinto aquéatico. As alteracGes no olfato foram avaliadas através de teste de discriminacao

olfativa. Todos os testes foram filmados para analise posterior.
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3.3.1. TESTE DO CAMPO ABERTO

O teste do campo aberto foi realizado trés vezes: antes da 12 cirurgia (dia 0), antes da 22
cirurgia (dia 14) e ao término dos testes comportamentais (dia 39). O teste teve a duracéo de
cinco minutos para cada animal, observando-se fatores como o numero de linhas cruzadas pelos
animais, o tempo gasto com limpeza, miccdo e defeccdo, e 0 nimero de vezes que o animal

levantava o tronco ficando apenas sobre as patas traseiras (bipedestacdo) com ou sem apoio.

3.3.2. TESTE DAS ROTACOES INDUZIDAS POR APOMORFINA

O teste com apomorfina (Sigma/A4393) foi realizado no 7° dia de experimento. O
teste teve como objetivo avaliar a lesdo provocada pela 6-OHDA apenas apds a primeira
injecdo de 6-OHDA nos camundongos, em que somente um hemisfério cerebral sofreu dano.
No teste foi contado o nimero de rotacdes que o animal realizava em torno de seu proprio €ixo

durante vinte minutos apos a aplica¢do subcutanea de apomorfina (0,6 mg/Kg).

3.3.3. TESTE DO LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS

Trés semanas apds a segunda cirurgia (35° dia), o teste do labirinto aquatico de Morris
foi realizado em uma piscina circular com 80 cm de didametro, 33 cm de profundidade e
preenchido com agua. Na agua foi colocado corante preto, a fim de impedir a visualizacdo da
plataforma e também para criar um contraste com a pelagem branca do animal. A temperatura
da 4gua foi mantida a 24-26°C. Algumas pistas visuais, desenhos geométricos coloridos, foram
colocadas nas paredes da sala em que foi realizado o teste. Os testes foram filmados e as
gravacdes foram posteriormente analisadas pelo programa ANY-maze Video Tracking system
4.99, com a finalidade de se obter a velocidade média de natagdo, distancia percorrida e

laténcia para encontrar a plataforma (Figura 2).

Todos os animais foram submetidos ao teste. Realizamos quatro dias consecutivos de
testes com quatro treinos por dia, no qual o animal foi colocado na agua com a face direcionada

para a parede da piscina, e Ihe foi permitido nadar livremente até a plataforma de escape de
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acrilico transparente (8 x 8 x 32,5 cm) submersa 0,5 cm abaixo da superficie da agua,
localizada no centro de um dos quadrantes da piscina. O animal teve 60s para encontrar a
plataforma, e caso ndo a encontrasse era gentilmente guiado até a mesma, la permanecendo por

20s. Entre os intervalos de cada treino o animal foi mantido 30s fora da piscina.

A posicéo da plataforma foi mantida nos trés primeiros dias de testes. No ultimo dia, a
plataforma foi retirada da piscina, sendo que nesse dia 0 animal permaneceu na agua pelo
periodo de 60s, a fim de avaliar a memdria de retencdo. A posicéo de inicio no qual o animal

foi colocado na piscina variava de maneira aleatoria durante os dias de treino.

Camera
B -

Pistas

/ visuais @

Plataforma
De escape

Figura 1: Modelo do teste do labirinto aquatico de Morris (Adaptado de Terry, 2009).

3.3.4. TIGMOTAXIA

No teste do labirinto aquatico de Morris também foi avaliada a tendéncia dos animais
de nadar proximo a parede da piscina. Esse comportamento é denominado de tigmotaxia, o
qual é descrito como um tipico comportamento de medo e ansiedade (BARNETT, 1963).
Apos o término do teste, os videos foram analisados no programa ANY-maze Video Tracking
System 4.99 e o tempo de natacdo na periferia da piscina foram quantificados em todos 0s

dias de treino, a fim de inferir comportamento semelhante ao ansioso.

3.3.5. TESTES DE DISCRIMINACAO OLFATIVA

No 39° dia de experimento, os animais foram colocados no campo aberto com dois

blocos de madeira (medindo 2x2cm), sendo que um dos blocos havia ficado em gaiolas com
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fémeas por 12 horas no dia anterior e o outro bloco ndo tinha nenhum odor caracteristico. O
teste avaliou o tempo de exploracéo de cada animal no bloco com o odor da fémea e no bloco
sem o odor; o teste teve a duracdo de dois minutos (adaptado de TILLERSON ET AL., 2006).
Seria esperado que animais com olfato normal permanecessem maior tempo explorando o
bloco com odor de fémea. Logo, se houvesse diminui¢do na capacidade olfativa, o animal néo

conseguiria discriminar os odores, e exploraria os blocos de forma semelhante.

3.4. OBTENCAO DE SECCOES HISTOLOGICAS

Apo6s a realizaco dos testes comportamentais, os animais foram perfundidos com
tampdo salina e paraformaldeido (PFA) a 4% pH 7,2-7,4 durante cinco minutos para cada
solucdo. Em seguida, foi realizada craniotomia para retirada dos encéfalos, e 0s mesmos foram
pos-fixados em PFA (Synth/P1005.01.AH) a 2% por 48 horas. Ap6s a pos-fixacdo o tecido foi
crioprotegido em sacarose (Dindmica/1894) a 30% por 72 horas, para finalmente serem
realizados os cortes histoldgicos. As seccdes foram cortadas na espessura de 40 um obtidas no
aparelho criostato (Leica CM 1850, Nussloch, Germany). Depois da realizacdo dos cortes
histologicos, as seccdes foram armazenadas a 4-8°C em PFA 4% até a realizacdo das

coloracBes de imunoistoquimica.

3.5. IMUNOISTOQUIMICA

A marcacdo imunoistoquimica da substancia negra foi realizada utilizando-se o
anticorpo primario anti-tirosina hidroxilase, especifico para antigenos da enzima tirosina
hidroxilase em neurbnios catecolaminérgicos (anti-TH, 1:1000, coelho,  monoclonal,
CHEMICON/AB152). Também foi utilizado anticorpo primario especifico para os antigenos
de nacleos neuronais (anti-NeuN, 1:1000, camundongo, monoclonal, CHEMICON/MAB377)
para marcacdo de neurdnios hipocampais e estriatais. A recuperagdo antigénica foi realizada
pela imerséo dos cortes histologicos em tampdo borato pH 9,0 a 60°C durante 30 minutos. As
marcagdes inespecificas foram blogueadas utilizando-se soro normal de jumento incubado por
1 hora. A incubacdo com anti-TH e anti-NeuN em temperatura ambiente ocorreu durante a
noite, seguida por incubagdo com anticorpo secundario anti-coelho para TH (1:200,
monoclonal, JAKSON IMUNO RESEARCH/711-035-152) e anti-camundongo para NeuN



22

(1:200, monoclonal, JAKSON IMUNO RESEARCH/715-055-150) durante 2 horas. Entre cada
etapa as seccOes foram lavadas durante 5 minutos em tampédo fosfato 0,1M, com trés
repeticbes. A revelacdo foi com os cromogenos SG (Vector/SK-4700) e DAB (3.,3’-
diaminobenzidene) (Sigma/D-5637).

3.6. ESTEREOLOGIA

Utilizamos a estereologia para quantificacdo neuronal, apds a marcacgéo das células por
imunoistoquimica. Utilizamos o metodo do fracionador éptico, o qual consiste em determinar a
populacdo total de uma regido a partir de uma estimativa imparcial e sistemética para uma dada
populacdo a partir de uma amostra aleatéria de uma fracdo da populacdo. Utilizando-se a

formula matematica:

=2
Onde, x é valor medido ou estimado a partir da amostra, f é a fracdo da amostra e X com
o0 acento circunflexo é a estimativa do valor de interesse. O valor de f varia de 0 a 1, quando o

valor é igual a 1 toda a populacdo é a amostra (amostra exaustiva). Dessa forma, a estimativa

imparcial para a populacéo é o valor da amostra dividido pela fracéo.

A fim de estimar a quantidade de células o programa Estereologer 2.1 foi utilizado. A
estimativa de células foi realizada usando caixas de contagem com area de 2500 um?® para
substancia negra, 625 pm? para estriado e 600 pm? para hipocampo (regido CAl - Cornu
Ammonis 1). Foram analisadas 6 caixas de contagem para cada animal, num total de 32
secgdes. O contorno das areas analisadas foi feito com objetiva de 2x e a contagem na objetiva
de 40x. A espessura do tecido para a analise estereoldgica foi de 20um. Dessa forma, o
programa delimita a area de contagem com linhas vermelhas e verdes (Figura 3), sendo que a
linha vermelha delimita a &rea de exclusdo e as linhas verdes sdo &rea de inclusdo. O

coeficiente de erro foi mantido menor que 0,1.
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Figura 2: Cortes histoldgicos. A-B Obijetiva 2x escala de 2mm; delimitacdo da area a ser
quantificada pela linha/pontos verdes. C-D Objetiva 40x escala 0,5mm; caixa de contagem de

células gerada pelo programa com linha de inclusdo (verde) e linha de exclusdo (vermelha).

3.7. ANALISE ESTATISTICA

As diferencas estatisticas significativas para o teste de campo aberto, labirinto aquéatico
de Morris, teste olfativo e a massa dos animais foram analisadas através da analise de variancia
(ANOVA) com dois critérios, seguidas pelo teste de Bonferroni para multiplas comparacdes.
ANOVA com um critério foi utilizado no teste de apomorfina e para a anélise da quantificacéo
neuronal, com pds-teste de Tukey. Todos os valores foram expressos como média + erro

padrdo. Significancia estatistica foi definida como P <0.05e P <0.01.
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4. RESULTADOS
4.1. PESO DOS ANIMAIS E MORTALIDADE

Nos grupos em que houve a lesdo com 6-OHDA ocorreu maior perda de massa
corporal dos animais em relacdo ao grupo sham. Houve também maior mortalidade dos
individuos injetados com a toxina apos a segunda cirurgia, periodo que também coincidiu com
a perda de massa corporal mais acentuada (Figura 4). A maior perda foi registrada por volta do
21° dia, apresentando recuperacdo parcial nas semanas seguintes. Ao final do periodo de
sobrevida, os animais injetados com 6-OHDA ainda apresentaram, em média, uma massa
corporal significativamente menor do que o grupo sham (Figura 4). A taxa de mortalidade foi
de 27% para os animais que receberam 15 pg de 6-OHDA, 42% para o grupo de 20 pg de 6-
OHDA e 0% no grupo sham.

4.2. ANALISE COMPORTAMENTAL

—8— Sham
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©- 6-OHDA 20ug
50+
— O *
2 |5 T "
lg I
g 45- O T '—"0
.o @ |
= i B <ot i
RN JpRagi:
40+ JPTL o Il TR el T
e | e ~9{3
35
0 7 14 21 28 35

Figura 3: Massa corporal dos individuos durante os dias de experimento. * p< 0,05 sham versus 6-
OHDA 15ug (7, 14, 21 e 28 dias); # p< 0,01 versus 6-OHDA 20 ug (21 e 28 dias) (média + erro
padrdo). Sham N=9, 6-OHDA 15ug N= 8 e 6-OHDA 20ug N=7.
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Analisando o teste do campo aberto observamos que nao ocorreu diferenca no nimero
de linhas cruzadas, indicando que a motilidade nédo foi afetada significativamente nos grupos
experimentais. Comparando apenas os dias de teste houve diferencas entre o dia 0 e dia 39
para 0s grupos sham e 6-OHDA 15 pg, mostrando uma habituacdo ao campo aberto e nao

uma alteracdo motora provocada pela leséo (Figura 5).
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Figura 4: Numero de linhas cruzadas no campo aberto antes das cirurgias (dia 0), 142 e 392
dia de experimento (média * erro padréo). * p< 0,05 versus Dia 0. N=9, 6-OHDA 15ug N= 8
e 6-OHDA 20ug N=7.

A tabela 3 mostra os demais parametros analisados no teste do campo aberto.
Diferencas estatisticas ocorreram apenas entre o grupo 6-OHDA 15 pg e sham nos dias 14 e
39 dos testes para bipedestacdo com apoio, esse dado indica comportamento semelhante ao da

ansiedade nos animais lesados com 6-OHDA 15 pg quando comparado aos animais sham.
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Tabela 3. Efeito da lesdo com 6-OHDA no comportamento de camundongos no teste do
campo aberto.

Parametro Dia de teste Sham 6-OHDA 15ug 6-OHDA 20ug
_ 0 34,2+133 31,8+11,8 28,6 +49
Bipedestacao .
) 14 25911272 12,8 +6,2 15,6 + 8,8
com apoio .
39 17,3+7,6 6,25 + 6,45 13,7+ 4,44
_ 0 78+6,1 6,9+5,6 55+45
Bipedestacéo
_ 14 56+3,6 46+55 23+23
sem apoio
39 2,7+25 1,7+2 2,25+0,5
0 6,8+59 29+2 2+1
Limpeza 14 58+£29 30+£23 25+14
39 43+49 2,7+28 05+0,6
0 16+1,6 34+24 3116
Defecgéo 14 1,3 + 0,8 2,2 + 1,8 2,5 + 2,5
39 211£117 1,75+1,28 143+1,4
0 04+£0,7 0,1+0,32 1,1+0,8
Miccao 14 00 00 03+0,5
39 00 0,5+0,76 0,43 +0,79

Os valores sdo expressos como média £ desvio padréo . Diferencas entre os grupos indicados pelo simbolo: * diferenca com
sham ; Two way ANOVA.

A presenca da leséo provocada pela 6-OHDA foi averiguada pelo teste de apomorfina,
o qual foi realizado no 72 dia ap6s a primeira injecdo. O comportamento rotacional
caracteristico provocado pela lesdo esteve presente em ambos 0s grupos injetados com 6-
OHDA. O numero de rota¢des foi estatisticamente diferente entre 0s grupos que receberam a
neurotoxina, comparado ao grupo sham (Figura 6).
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Figura 5: Numero de rotacfes no teste da apomorfina .* p<0,05 versus sham (média +
erro padrdo). Sham N=9, 6-OHDA 15ug N= 8 e 6-OHDA 20ug N=7.

Também investigou-se se houve alteragdes na memaria e aprendizado dos animais ap6s
lesdo com 6-OHDA. No teste do labirinto aquatico de Morris analisamos a memoria espacial.
Como pode se observar na figura 7, a laténcia para se encontrar a plataforma foi diferente entre
0s grupos estudados. Analisando a progressédo dos treinos durante o mesmo dia de teste, houve
diferenca entre o grupo sham e 6-OHDA 15pg. Para cada dia de treino essa diferenga estatistica

permaneceu (ANOVA um critério, pos-teste de Bonferroni).

Comparando-se os diferentes dias de treino para cada grupo estudado, nossos resultados
mostraram uma diminuicdo na laténcia para encontrar a plataforma no Gltimo dia de treino para
a memoria espacial (Figura 8). Para os grupos lesados com 6-OHDA, o tempo para encontrar a
plataforma foi significativamente maior comparado ao grupo sham no terceiro dia de testes.
Dessa forma, os animais lesados com ambas as doses de 6-OHDA tiveram alteracdes na

mem©ria e aprendizado.
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Figura 6: Labirinto aquatico de Morris. Médias de laténcia em cada um dos quatro treinos diarios

para encontrar a plataforma de escape. A) Primeiro dia de teste do labirinto aquatico. B) Segundo dia

de teste do labirinto aquético. C) Terceiro dia de teste do labirinto aquatico. * P<0,001 versus sham

(média £ desvio padrdo). Sham N=9, 6-OHDA 15ug N= 8 e 6-OHDA 20ug N=7.
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Figura 7: Labirinto aquatico de Morris. Laténcia para encontrar a plataforma de

escape nos trés dias de testes. * P<0,001 versus 6-OHDA 15 e 20ug para 3° dia (média +
erro padrdo). Sham N=9, 6-OHDA 15ug N= 8 e 6-OHDA 20ug N=7.

Esses dados puderam ser confirmados no 4° dia de treino em que a plataforma foi
retirada (probe test). O tempo de permanéncia no local onde estaria a plataforma de escape foi
maior para 0 grupo sham (2,19s+ 0,66), em relacdo aos grupos lesados com 6-OHDA 15ug
(1,37s £ 0,98) e 20ug (0,8s + 0,43), contudo sé houve diferenca significativa para o grupo
lesado com 6-OHDA 20ug em relacdo ao sham (Figura 9).
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Figura 8: Labirinto aquéatico de Morris: memoria de retencdo. Tempo de permanéncia
no local onde plataforma de escape estava presente nos dias anteriores de treino. * P<0,05
versus Sham (média * erro padrdo). Sham N=9, 6-OHDA 15ug N= 8 e 6-OHDA 20ug
N=7.
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A figura 10 mostra o padréo representativo de busca dos animais, para 0s grupos sham
e lesados com 15 e 20 pug de 6-OHDA para 0s quatro treinos diarios. O padrdo de navegacao
foi claramente alterado apds a lesdo com 6-OHDA em ambas as doses analisadas. Os animais
do grupo sham entraram um maior numero de vezes no quadrante onde a plataforma estava

presente quando comparado aos grupos com 6-OHDA.
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Figura 9: PadrGes de navegacdo representativo no teste do labirinto aquatico de Morris.
Grupo sham (A), 6-OHDA 15ug (B) e 6-OHDA 20ug (C) no labirinto aquatico de Morris no
quarto dia de teste. A figura mostra a evolucdo da navegacdo dos animais médios em 4
treinos consecutivos, respectivamente. O quadrado laranja demonstra onde a plataforma
estava presente nos dias anteriores. Sham N=9, 6-OHDA 15ug N= 8 e 6-OHDA 20ug N=7.
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Ao analisar o comportamento de tigmotaxia observamos que no primeiro dia de testes
0s animais de todos 0s grupos apresentaram comportamento semelhante, ndo havendo
diferenca significativa entre o0s grupos. Esse comportamento pode ser devido ao
comportamento semelhante ao ansioso, gerada pela exposi¢ao dos animais ao ambiente novo.
Ja no segundo dia de testes houve diferenca no tempo de natacdo na periferia da piscina entre
0s grupos sham e 6-OHDA 15pg, contudo o grupo 6-OHDA 20pug apresentou grande variagéo
amostral e ndo mostrou diferenca estatistica com o sham. No terceiro dia de experimentos,
houve diferenca significativa entre os grupos lesionados e sham para 0 comportamento de
tigmotaxia, logo os animais lesionados apresentaram comportamento ansioso. Finalmente, no
ultimo dia testes em que é realizado o teste de retencdo de memoria, sé houve diferenca

significativa entre os grupos sham e 6-OHDA 20ug (Figura 11).
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Figura 10: Comportamento de tigmotaxia dos grupos sham, 6-OHDA 15ug e 6-OHDA 20ug
no labirinto aquatico de Morris. * P<0,05 versus Sham (média * erro padrdo). Sham N=9, 6-
OHDA 15ug N= 8 e 6-OHDA 20ug N=7.
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Figura 11: Teste de discriminacao olfativa. Tempo de exploracdo em cubos de madeira
com odor de fémeas e sem odor caracteristico. * p< 0,05 versus sem odor (sham, 6-OHDA
15 e 20ug) (média * erro padrdo). Sham N=9, 6-OHDA 15ug N= 8 e 6-OHDA 20ug N=7

Finalmente, o teste de discriminacdo olfativa foi realizado para se investigar a
capacidade dos individuos em distinguir odores. Nenhuma diferenca entre os grupos sham e
tratados com 6-OHDA foi encontrada. Todos os animais do estudo foram capazes de
discriminar o odor da fémea no bloco de madeira explorando-o por mais tempo em relagdo ao
bloco sem odor caracteristico (Figura 12). Dessa forma, nenhum dos animais apresentou déficit

olfativo.

4.3. ANALISE HISTOLOGICA

A andlise histoldgica dos encéfalos dos animais revelou que a lesdo por 6-OHDA no
estriado provocou uma diminuicéo significativa de células TH-positivas na SN: grupo sham =
13208,72 + 2114,63; grupo lesionado com 6-OHDA 15ug = 5072,68 + 1286,43; grupo
lesionado com 6-OHDA 20ug = 5813,14 + 889,9 (média + desvio padrdo). Comparado ao sham
a perda de células marcadas na SN foi de 61% para o grupo 6-OHDA 15ug e de 53% para o
grupo 6-OHDA 20ug (Figura 13).
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Figura 12: Imunomarcacao para TH na substancia negra para os grupos sham (A), 6-OHDA 15
(B) e 20ug (C). (D) Quantificacdo de células TH+ na SN. (E) Perda de células TH" na SN.
* p< 0,01 versus sham (média + erro padrdo). Sham N=9, 6-OHDA 15ug N= 8 e 6-OHDA
20pg N=7. Escala 2mm.

A contagem estereol6gica nos encéfalos dos animais revelou que a lesdo por 6-OHDA
no estriado provocou uma diminuigdo significativa de neurdnios no estriado: grupo sham =
1229287 + 147143; grupo lesionado com 6-OHDA 15ug = 732799 + 161499; grupo
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lesionado com 6-OHDA 20ug = 748368 + 220312 (média + desvio padrdo). Comparado ao
sham a perda de neur6nios no estriado foi de 40% para o grupo 6-OHDA 15ug e de 39% para
0 grupo 6-OHDA 20ug (Figura 14).
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Figura 13: Imunomarcacdo para NeuN no estriado para os grupos sham (A), 6-OHDA 15 (B) e
20pg (C). (D) Quantificacdo de neurdnios no estriado. (E) Perda de neurdnios do estriado. * p<
0,01 versus sham (média + erro padrdo). Sham N=9, 6-OHDA 15ug N= 8 e 6-OHDA 20ug

N=7. Escala 2mm.

Na analise quantitativa dos neurdnios CA1l hipocampais, obtivemos 0s seguintes
resultados: grupo sham = 57946 + 7933; grupo lesionado com 6-OHDA 15ug = 50972 +
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5880; grupo lesionado com 6-OHDA 20ug = 43511 + 6312 (média * desvio padrdo). Houve
diminuicdo significativa de neurénios em CAL apenas no grupo 6-OHDA 20ug. Comparado
ao sham a perda de neurénios em CA1 foi de 26% para o grupo 6-OHDA 20ug (Figura 15).
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Figura 14: Imunomarcacao para NeuN no hipocampo para os grupos sham (A), 6-OHDA 15
(B) e 20ug (C). (D) Quantificagdo de neurdnios da regido CAL do hipocampo. (E) Perda de
neurdnios em CA1 do hipocampo. * p< 0,01 versus sham (média * erro padrdo). Sham N=9,
6-OHDA 15ug N=8 e 6-OHDA 20ug N=7. Escala 2mm.
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5. DISCUSSAO

Os modelos animais para a DP s&o uma importante ferramenta para o avango da
terapéutica experimental, do entendimento da etiologia e mecanismo da doenca. Nesse
contexto, os modelos experimentais de DP para sintomas nao-motores necessitam de melhor

caracterizagéo.
5.1. AS DOSES DE 6-OHDA

O modelo de lesdo com 6-OHDA ¢ considerado o modelo mais comum para a DP,
sendo largamente utilizado para testes terapéuticos (LE ET AL., 2014). Nesse modelo, ja esta
bem estabelecida a relagdo entre a lesdo nigroestriatal produzida e os déficits motores, tanto
em ratos quanto em camundongos (BLANDINI ET AL., 2008; DAUER & PRZEDBORSKI,
2003). Contudo, para sintomas ndo motores ainda hd grande variabilidade de resultados
discrepantes (BRANCHI ET AL., 2010; TADAIESKY ET AL., 2008; CAMPOS ET AL.,
2013).

Diversas doses ja foram testadas em ratos para mimetizar os sintomas ndo motores da
DP. Injecdo bilaterais de 6 pg de 6-OHDA na SN (FERRO ET AL., 2005), de 8 ug de 6-
OHDA na SN (CAMPOS ET AL., 2013), de 8ug de 6-OHDA no feixe medial do prosencéfalo
(MURA E FELDON, 2003), de 4 pg de 6-OHDA no feixe medial do prosencéfalo
(CARVALHO ET AL., 2013), de 10,5 ug de 6-OHDA no estriado (BRANCHI ET AL., 2008),
12 pg de 6-OHDA no estriado (TADAIESKY ET AL., 2008) e 15 ug de 6-OHDA no estriado
(RAMPERSAUD ET AL., 2012) foram capazes de recriar pelo menos um dos sintomas nao
motores comuns da DP, como alteracGes na memdria, aprendizado, quadros depressivos e

ansioso, associados a diminuicdo de marcacdo de TH-positivo na SN.

Entretanto em camundongos, poucos trabalhos foram realizados para avaliar sintomas
ndo motores. DE LEONIBUS ET AL. (2007) realizou leséo intraestriatal bilateral com 4,5ug e
BRANCHI ET AL. (2010) com 12 pg de 6-OHDA injetados no estriado e obtiveram como
resultado a auséncia de déficits emocionais e cognitivos, ocorrendo apenas deplecdo da
marcacdo de TH-positivo na SN. Nossos resultados demonstraram que doses relativamente
altas de 6-OHDA (15 pg e 20 pg) injetadas no estriado de camundongos suicos geram déficit
emocional, cognitivo, aumento da ansiedade e diminuicdo de células TH-positivo na SN.

Bonito-Oliva et al. (2013), mas utilizando doses menores (4 pg) no estriado dorsal de
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camundongos C57BL/6J demonstraram déficit na memoria de longa duragdo de
reconhecimento de objetos. Os autores atribuiram tal déficit a disfuncéo no giro denteado.

5.2. TAXA DE MORTALIDADE

Em nossos resultados a perda de massa corporal foi mais acentuada no 21° dia de
experimento para 0s grupos lesionados com a neurotoxina, ou seja, ap0s a cirurgia bilateral,
provocando a morte de 27% dos animais lesionados com a menor dose e 42% para a dose
maior de 6-OHDA usada no estudo. Em estudo anterior (FERRO ET AL., 2005) a taxa de
mortalidade foi de 50% ap06s lesdo na SN com 6-OHDA em doses menores a que utilizamos,
contudo em outros trabalhos ndo hé relato da taxa de mortalidade. A mortalidade nos animais
pode ser consequéncia de ingestdo insuficiente de racdo e/ou agua, tendo como efeito a perda
de massa corporal acentuada que observamos. A injecdo de 6-OHDA pode induzir essa
alteracdo comportamental e consequente diminuicdo da massa corporal dos animais
(BANKIEWICZ ET AL., 1999) pela redugdo da motivacéo na busca do alimento (DEUMENS
ET AL., 2002; FERRO ET AL, 2005). A fim de tentar minimizar as consequéncias desse
possivel efeito na motivacao, durante os periodos criticos pds-cirurgia, a racdo era umedecida
e colocada dentro da gaiola, e &gua era oferecida diretamente na boca do animal uma vez por
dia. Mesmo assim, ainda houve mortalidade maior nos grupos injetados com 6-OHDA em
relagcdo ao grupo sham.

5.3. ADMINISTRACAO BILATERAL INTRAESTRIATAL DE 6-OHDA INDUZ
SINTOMAS MOTORES.

Em nosso trabalho observamos a presenca de comportamentos rotacionais
contralaterais caracteristicos apos a injecdo do farmaco apomorfina nos animais lesados com
6-OHDA unilateralmente com as duas doses usadas no estudo. Esse comportamento
rotacional caracteriza alteracdes motoras da DP, assim como confirma a existéncia da lesédo. O
comportamento rotacional revela uma degeneracdo dopaminérgica com perda de 70% da
marcacdo TH+ na SN (CARVALHO ET AL., 2013). Dessa forma, o teste de apomorfina é
largamente utilizado para confirmar que a injecdo de 6-OHDA e degeneragdo consequente
foram bem sucedidas (IANCU ET AL., 2005; CARVALHO ET AL., 2013).



38

Um teste comportamental que pode ser usado para averiguar comportamento motor é o
teste de atividade exploratéria campo aberto, atraveés da quantificacdo da frequéncia de
locomocdo (SANTIAGO ET AL., 2010; CARVALHO ET AL., 2013). Em nossos resultados
ndo observamos uma alteracdo motora entre 0s grupos estudados. O teste apenas revelou uma
habituacdo ao ambiente durante os dias de testes. Ou seja, 0s animais de todos 0s grupos
analisados, independente da lesdo, apresentaram uma diminui¢cdo de ambulacdo no campo
aberto gerada provavelmente pela aclimatacdo ao ambiente. Alteracbes na locomocgéo
poderiam influenciar na habilidade natatéria, diminuindo a velocidade e tempo para encontrar
a plataforma, e dessa forma os resultados ndo poderiam ser interpretados como devido a uma
falha no aprendizado (MURA E FELDON, 2003). Os resultados do presente estudo, por outro
lado, mostram que a lesdo bilateral ndo gera uma alteracdo motora que possa influenciar na
locomocdo e natacdo dos animais, tornando o modelo adequado para 0 uso no teste de

labirinto aquatico de Morris.

5.4. ADMINISTRACAO BILATERAL INTRAESTRIATAL DE 6-OHDA INDUZ
SINTOMAS NAO MOTORES

Em relacdo aos sintomas ndo motores, como esperavamos na nossa hipétese inicial, a
administracdo intraestriatal de 6-OHDA promoveu aumento no tempo para encontrar a
plataforma no teste do labirinto aquatico de Morris. O teste do labirinto aquatico de Morris
tem sido largamente utilizado para avaliar alteracGes cognitivas, como aprendizado e meméria
(TADAIESKY ET AL., 2008; CAMPOS ET AL., 2013). Estudos anteriores utilizando 6-
OHDA falharam em gerar alteracbes cognitivas em modelos experimentais para a DP,
utilizando diferentes tipos de lesdes. Lesdes no feixe medial do prosencéfalo
(RAMPERSAUD ET AL, 2012; CARVALHO ET AL., 2013) e no estriado (BRANCHI ET
AL., 2008; BRANCHI ET AL., 2010) foram realizadas e ndo obtiveram resultados de déficit
na memdria e aprendizado, avaliados através do teste do labirinto aquético de Morris e
reconhecimento de objetos. Logo, nossos resultados mostraram que a doses de 20ug e 15 ug
de 6-OHDA provocaram lesGes que interferiram no aprendizado e na memdria de retencéo,

avaliado através do teste do labirinto aquatico de Morris.

Outro sintoma ndo motor da DP é a ansiedade (LANGSTON, 2006). Existem diversos
testes comportamentais para avaliar ansiedade como tigmotaxia (HUANG ET AL, 2012;
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SANTUCCI ET AL, 2008) e campo aberto (CAROLA ET AL, 2002; CHOLERIS ET AL,
2001). No estudo presente, a avaliacdo do comportamento semelhante ao ansioso no campo
aberto foi feita pela averiguacdo do comportamento de bipedestacéo (rearing), em que animais
ansiosos tendem a diminuir esse comportamento (CAROLA ET AL., 2002; CHOLERIS ET
AL., 2001), em nossos resultados houve reducdo do nimero de bipedestacdes no grupo
lesionado com 6-OHDA em relacdo ao sham. O comportamento semelhante ao ansioso
também foi observado no teste de tigmotaxia, onde os animais lesados com a 6-OHDA
passaram mais tempo na periferia da piscina comparado aos animais controle, comportamento
esse que reflete 0 medo dos animais a exposicdo em ambientes abertos provocando a
ansiedade (HUANG ET AL., 2012).

Sabe-se que lesbes dopaminérgicas induzem anosmia em ratos (PREDIGER ET AL.,
2010). Contudo, os achados presentes no nosso estudo demonstraram auséncia de déficit
olfativo em camundongos tratados com 6-OHDA. Resultado semelhante ao encontrado por
Tadaiesky e colaboradores (2008) em estudo realizado com ratos lesionados no estriado por 6-
OHDA.. Resultados positivos para alteracbes olfativas s6 foram encontrados apos lesdes
intranasais por MPTP (PREDIGER ET AL., 2010). Esses resultados sugerem que a leséo
intraestriatal por 6-OHDA, mesmo em doses altas, ndo foi suficiente de provocar déficits

olfativos.

5.5. DEGENERACAO DOPAMINERGICA NA SN, DEPLECAO DE NEURONIOS
ESTRIATAIS E HIPOCAMPAIS.

Os resultados que observamos nos testes comportamentais também foram apoiados
pelas analises histolégicas que indicaram uma notavel reducdo de células TH+ na SN,
consistente com a hipétese de que a diminuicdo de dopamina na SN além de causar sintomas
motores também gera sintomas cognitivos e emocionais nos pacientes (AHLSKOG ET AL.,
2013). De fato, essa nogcéo também € suportada por outros estudos experimentais em ratos que
observaram comportamentos depressivos, ansiosos, alteracdes de memoria e aprendizado
juntamente com a deplecdo de dopamina na SN (TADAIESKY ET AL., 2008; SANTIAGO
ET AL., 2010; CAMPOS ET AL., 2013).

A contagem por estereologia na SN mostrou que houve reducdo de 53-61% de células
TH+ marcadas em relagcdo ao sham utilizando-se a dose 15ug ou 20ug de 6-OHDA. Carvalho
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et al., (2013) encontraram em seus resultados 70% de reducdo de células TH+ na SN ap06s
lesdo unilateral com 12 pg de 6-OHDA no feixe medial prosencefalico.

Adicionalmente, em nossos resultados também encontramos diminuicdo de 40% de
células neuronais marcadas no estriado, apos lesdo com 6-OHDA. No estriado ocorre
diminuicdo de terminais dopaminérgicos apés lesdo com 6-OHDA (TADAIESKY ET AL.,
2008), dessa forma a reducdo de neurdnios no estriado pode estar relacionada a diminuigao

dos terminais dopaminérgicos.

E no hipocampo também houve reducdo de 26% de neurdnios em CAL, apos lesdo
por 6-OHDA. No hipocampo, os niveis de liberacdo de dopamina diminuem apds lesdo com
6-OHDA (COSTA ET AL., 2012).

Esses dados sugerem uma relacdo da diminuicdo de dopamina, através da degeneracéo
de células dopaminérgicas na SN pela 6-OHDA, com a perda neuronal no hipocampo. Visto
que, da SN e da &area tegumentar ventral partem projecfes dopaminérgicas para a regido
hipocampal CA1 (GASBARRI ET AL., 1994). Além disso, receptores dopaminérgicos tipo
D1 no hipocampo tém sido implicados na potenciacdo de longa duracédo (LTP, do inglés Long
term potentiation), a qual é considerada substrato neuronal para aprendizado, memdria e
plasticidade sinaptica (EDELMANN E LESSMANN, 2013).

Hipdteses recentes tém sido levantadas de que a dopamina e suas interacfes com 0
hipocampo modulam propriedades intrinsecas da membrana e a transmisséo sinaptica, dessa
forma, afetando a memdria dependente do hipocampo, aprendizado e comportamento
(CALABRESI ET AL., 2013). Estudos revelam que os niveis ambientais de dopamina
enddgena no hipocampo determinam a eficiéncia de STDP (spike timing-dependent plasticity)
em CAL, ou seja, a diminuicdo da quantidade de dopamina em CAL altera a plasticidade
sinaptica (EDELMANN & LESSMANN, 2013).

Dessa forma, sugerimos que as alteracdes no aprendizado e memdria que vimos em
nossos resultados podem ter intima relagdo com a diminuicdo de dopamina na SN. Como
consequéncia, pode haver uma diminuicdo das projecGes dopaminérgicas para 0 hipocampo,

por fim culminando na deplegéo de neurénios hipocampais em CAL.

Esse foi o primeiro estudo a demonstrar que altas doses de 6-OHDA no estriado de
camundongos geram uma combinacdo de déficits emocionais e cognitivos, como uma
consequéncia da reducdo do numero de neurénios TH-positivos na SN, de neurdnios estriatais

e neurdnios da regido hipocampal CAL.
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6. CONCLUSOES

1. A lesdo bilateral intraestriatal com 6-OHDA em camundongos é valida como um

modelo experimental para os sintomas nao-motores da doenca de Parkinson.

2. A lesdo bilateral intraestriatal com 6-OHDA em camundongos é capaz de gerar
alteracBes na memoria e aprendizado, avaliado através dos testes de labirinto
aquético de Morris.

3. A lesdo bilateral intraestriatal com 6-OHDA em camundongos gera comportamento

semelhante ao ansioso.

4. A leséo bilateral intraestriatal com 6-OHDA em camundongos nédo gera alteragdes

olfativas.

5. A lesdo por 6-OHDA no estriado de camundongos causa diminui¢do de neurdnios
dopaminérgicos na substancia negra, diminuicdo de neurbnios no estriado e

hipocampo.

6. A taxa de mortalidade do modelo apresentado nesse estudo € menor que de estudos

anteriores.
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