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1. Introducéo

A doenca de Parkinson (DP) € uma doenga neurodegenerativa crénica de
natureza idiopatica que afeta principalmente homens com média de 60 anos de
idade (HIRSCH et al., 2016), caracterizada pela reducdo de dopamina estriatal e
perda de neurénios dopaminérgicos na substancia negra parte compacta (SNpc),
a morte desses neur6nios nas via nigroestriatal, mesolimbica, tuberoinfundibular
esta associada a disfuncdo motora e ndo motora caracteristica na DP (GROSCH,;
WINKLER; KOHL, 2016; SUGAMA; KAKINUMA, 2016).

A doenca foi descrita pela primeira vez em 1817, pelo médico James
Parkinson, que observou em alguns pacientes, sintomas como tremor, rigidez
muscular, curvatura do corpo, alteracdo da marcha, sem alteracdes de sentidos e
intelecto, e com base nessas observacbes nomeou a doenca como “paralisia
agitante” (BERRIOS, 2016; PARKINSON, 2002). Entretanto, Além de James
Parkinson, outros pesquisadores tiveram forte participacdo na descricdo das
caracteristicas clinicas da doenca. Drente eles, o médico Jean-Martin Charcot teve
grande influéncia na descricdo e diagndstico clinico da DP que além dos sintomas
descritos por James Parkinson, adicionou sintomas que surgiam com o0 avanco da
doenca, como disfuncdo da memoéria e da “inteligéncia”. Além disso, como forma
de reconhecimento a James Parkinson, Charcot sugeriu que a doenca “paralisia
agitante” fosse chamada de “doenca de Parkinson” (WALUSINSKI; VULPIAN;
LONDE, 2018).

Nos ultimos anos, estudos epidemiolégicos mostram que a incidéncia da DP
tem variado entre 10 a 20 casos por 100.000 habitantes-ano, em diferentes
regides geograficas (TYSNES; STORSTEIN, 2017). Do mesmo modo, ha uma

maior prevaléncia da DP entre pessoas na faixa etaria entre 70 e 79 anos de
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idade, e com 0 aumento da expectativa de vida a prevaléncia da doenca tende a
aumentar com o passar dos anos (PRINGSHEIM et al., 2014).

Estudos em tecido cerebral pés-morte de pacientes em estagios iniciais da
DP mostram uma reducdo de aproximadamente 30% dos neurbnios
dopaminérgicos, sendo observado degeneracdo dos terminais axonais antes de
danos no corpo celular desses neurénios, semelhante ao observado em modelos
animais de MPTP (1-metil-4-fenill,2,3,6-tetrahidropiridina) e 6-OHDA (6-
hidroxidopamina) (BURKE; MALLEY, 2013; CHALON; GROSS; BEZARD, 2003;
COLAK; OZTURKLER, 2012; GEE et al., 2016). Por outro lado, os sintomas
motores e ndo motores da DP se manifestam a partir de, aproximadamente, 60%
da morte dos neurdnios dopaminérgicos na via nigroestriatal (HAAS et al., 2016;
QUIROGA-VARELA et al., 2017; SANTOS et al., 2013).

A morte de neurdnios dopaminérgicos, na via nigroestriatal, esta relacionada
as disfuncbes motoras e cognitivas. No entanto, os sintomas ndo motores
aparecem bem antes dos sintomas motores (WU et al.,, 2012). Um estudo
realizado com pacientes de DP recém-diagnosticados, ndo tratados
farmacologicamente, avaliou o aparecimento dos sintomas de acordo com o
avanco da doencga e observaram que o0s sintomas mais comuns na fase pré-
motora, 2 anos antes dos sintomas motores, sdo anedonia, apatia, déficit de
memoéria e falta de atencdo. Entre 2 a 10 anos, foram observados disfungédo do
olfato e do paladar, distarbios do humor, sudorese excessiva, fadiga e dor, e 0s
sintomas ndo motores percebidos mais de 10 anos antes dos sintomas motores
foram constipacdo, transtorno de comportamento do sono REM, pesadelos
frequentes, sonoléncia diurna excessiva e dispepsia (PONT-SUNYER et al., 2014;
ZHANG et al., 2016). Além desses, deméncia e declinio cognitivo (AARSLAND et
al., 2017), ansiedade e depressao (PFEIFFER, 2016), sdo mencionados como

sintomas nao motores. Entre 0os sintomas motores, sdo observados em pacientes
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da DP, tremor em repouso, rigidez, disfagia, alteragdo da marcha, postura e na
fala, além de dificuldade na degluticdo (DI BIASE; FASANO, 2016).

Véarios fatores de risco estdo associados a doenca, com exposicdo a
pesticidas, uso de produtos lacteos, traumatismo cranioencefalico, melanoma e,
principalmente, mutacdes genéticas (ASCHERIO; SCHWARZSCHILD, 2016; MAO
et al., 2019; LEE et al., 2018). A exposicao a esses fatores de risco podem levar a
morte de neurdnios dopaminérgicos provocando a agregacao proteica de alfa-
sinucleina, principal componente dos corpos de Lewy, que na maioria dos casos,
essa agregacdo estd associada a mutacdo dos genes A53T, LRRK2, G2019S,
TRIM28, e principalmente, SNCA que codifica a proteina alfa-sinucleina (HU et al.,
2018; LEE et al., 2018; POLYMEROPOULOS et al., 1997; ROUSSEAUX; HARO;
ZOGHBI, 2018), provocando superexpressdo e desdobramento incorreto da
proteina, a qual se agrega a outros componentes formando os corpos de Lewy
(TOLO et al., 2018; KANG et al., 2018).

Estudos genéticos mostram que hd um aumento na expressdo do gene
SNCA (triplicacdo) e da proteina alfa-sinucleina em pacientes da DP (ZAFAR et
al., 2018). No entanto, acredita-se que o acumulo de alfa-sinucleina é formada
pelas diversas formas oligdmeras da proteina, uma vez que seus monémeros nao
alteram a conformacéo molecular e ndo estédo relacionados a agregacao proteica
(ALMEIDA et al.,, 2016). A agregagdo de alfa-sinucleina estd associada a
mecanismos fisiopatologicos observados na DP, como estresse oxidativo e
disfuncdo mitocondrial que podem levar a morte dos neurdnios dopaminérgicos
(LEAO et al., 2015; TOLO et al., 2018; VILLEGAS PEDRAZA et al., 2014).

Apesar de ser considerada, hd décadas, uma doengca dopaminérgica,
trabalhos mais recentes tém demonstrado que outras vias estao envolvidas com a
fisiopatologia da doenca, como a via serotoninérgica (POLITIS; NICCOLINI, 2015)

e a noradrenérgica (SUGAMA et al., 2014). Estudos em modelos animais mostram
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diminuicdo da expresséo de 5-HT, ou seja, na imunorreatividade de serotonina na
regido CAl1 e CA3 do hipocampo, demonstrando assim alteracdo na via
serotoninérgica (LEAL et al., 2019), além de, reducéo de células serotoninérgicas
B5 no nucleo da rafe em fase terminal da DP e de neurbnios noradrenérgicos no
Locus Coeruleus que podem anteceder a morte de neurénios dopaminérgicos na
substancia negra, sugerindo que a via noradrenérgica esteja envolvida com
sintomas ndao motores (HALLIDAY et al., 2014; SUGAMA et al., 2014; KOTAGAL
et al., 2012). Estudos de eletroencefalograma em pacientes da DP antes dos
sintomas motores, mostram que a perda de neurdnios da via noradrenérgica esta
relacionada a distarbios de sono REM (Movimento rapido dos olhos) e alta
atividade muscular durante esse periodo (SOMMERAUER et al.,, 2018). Além
disso, varios estudos tém sugerido que o0 uso de agonistas noradrenérgicos beta-
2, como por exemplo o salbutamol prescrito principalmente em casos de doencas
pulmonares obstrutiva crénica, frequentemente causadas por abuso de nicotina,
estaria associado a um menor risco de desenvolvimento de DP, enquanto o0 uso
do antagonista noradrenérgicos beta-2, como por exemplo o propranolol prescrito
principalmente em casos de doencgas cardiovasculares, estaria associado a um
maior risco de desenvolvimento da doenca (GRONICH et al., 2018; HOPFEN et
al., 2019). No entanto, a reducéo do risco de DP pelos agonistas beta-2 podem
estar associados indiretamente a outra substancias, como por exemplo uso de
tabaco (HOPFEN et al., 2019). Fortalecendo essa ideia de reducédo do risco de DP
por através do uso de agonistas noradrenérgicos beta-2, Mittal et al. (2017)
mostram que a ativacdo dos receptores noradrenérgicos beta-2 por agonistas e
antagonistas, estdo associados a expressao do gene SNCA e da proteinia alfa-
sinucleina, sugerindo que a via noradrenérgica tem grande influéncia na
expressdo de alfa-sinucleina e nos mecanismos patogénicos da DP (MITTAL et
al., 2017).



()

z

A
UFS

SERVICO PUBLICO FEDERAL
~ UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

Devido ao aumento em novos casos da DP, bem como, pelo entendimento
dos sintomas ndo motores em fases iniciais da doenc¢a, muitos estudos tém sido
realizados para tentar esclarecer os mecanismos patogénicos associados a DP.
Dessa forma, estudos experimentais em modelos animais tem sido uma
importante ferramenta para mimetizar esses mecanismos, sintomas motores e n&o
motores envolvidos na doenca. Entre os principais modelos animais, estdo o0s
modelos induzidos por neurotoxinas, MPTP, 6-OHDA, pesticidas (rotenona,
paraquat e maneb), e o modelo animal farmacoldgico induzido por reserpina
(RES) (ALLEN et al., 2014; BASTIAS-CANDIA; ZOLEZZI; INESTROSA, 2018;
DROLET et al., 2004; HAAS et al., 2016; LEAO et al., 2017; LEE et al., 2015; LIU
et al., 2016; SANTOS et al., 2013).

Os modelos animais de parkinsoniano induzido por neurotoxinas s&o
utiizados por mimetizar caracteristicas comportamentais e neuroquimicas
semelhantes as observadas em pacientes da DP. O modelo animal induzido por
MPTP, inibe o complexo-l da cadeia transportadora de elétrons causando
disfuncdo mitocondrial, produzindo espécies reativas, as quais podem induzir a
morte de neurbnios dopaminérgicos na via nigroestriatal, por estresse oxidativo
(DROLET et al., 2004; LIU et al., 2015). O modelo animal induzido por 6-OHDA, a
qual entra nos neurdnios, dopaminérgicos e noradrenérgicos, através dos
transportadores de dopamina (DAT) e noradrenalina (NAT), respectivamente,
provocando disfuncdo mitocondrial e consequente formacao de radicais livres que
podem levar a morte neuronal (GEE et al., 2016). Além dessas neurotoxinas, 0s
modelos animais induzidos por pesticidas, como paraquat, maneb e rotenona, os
quais sdo capazes de entrar nos neurbnios dopaminérgicos através do DAT
elevando o0s niveis de estresse oxidativo provocando disfuncdo da via
nigroestrialtal (BASTIAS-CANDIA; ZOLEZZI; INESTROSA, 2018; LIU et al., 2016).
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Outro modelo animal amplamente utilizado € o modelo de parkinsonismo
induzido por RES. A RES é um alcaloide extraido das plantas Rauwolfia
sepentina, que atua no sistema nervoso bloqueando, irreversivelmente, o
transportador vesicular de monoaminas (VMAT), impedindo a recaptagcdo desses
neurotransmissores para o interior das vesiculas, levando a deplecdo das
catecolaminas (dopamina, noradrenalina) e serotonina (MEHROTRA et al., 2014).
Dessa forma, esse modelo animal tem sido utilizado para mimetizar a natureza
progressiva dos sintomas motores da DP, permitindo avaliar de forma mais eficaz
0 surgimento dos sintoma pré-motores, bem como 0s mecanismos de
compensacao envolvidos na sintese de neurotransmissores durante a evolucéo da
doenca (SANTOS et al., 2013). Além disso, esse modelo animal apresenta uma
reducdo na expressao de Tirosina hidroxilase (TH) e aumento na expressao de
Alfa-sinucleina soltvel (LEAO et al., 2017), indicando que esse modelo animal
apresenta grande relevancia em estudos associados a mecanismos
neuropatogénicos especificos, bem como, a sintomas motores e ndo motores da
DP (LEAO et al., 2015; LEE et al., 2015; RECKZIEGEL et al., 2016).

Em adi¢cdo, o modelo de RES vem sendo utilizado em estudos que visam
analisar substancias antioxidantes e anti-inflamatorias que possivelmente
possuam mecanismos que retardem a degeneracao de neurdnios dopaminérgicos,
com potencial neuroprotetor contra diversos mecanismos neurotéxicos. Entre
essas substancias estdo o carvacrol (FERREIRA, 2017), Cannabidiol (PERES et
al., 2016) e passiflora cincinnata (BRANDAO et al., 2017) os quais demonstram
amenizar 0s prejuizos motores, cognitivos e neuroquimicos caracteristicos do
modelo da RES e da DP.

Com base nesse contexto, estudos tém mostrado que o uso prolongado de
farmacos, agonista e antagonista dos receptores noradrenérgicos beta-2, parecem

estar associados ao aumento de risco de DP e a regulacdo do gene SNCA que
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codifica a expressdo de alfa-sinucleina(MITTAL et al., 2017; SEARLES NIELSEN
et al., 2018). Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivoavaliar a
atuacdo da via noradrenérgica e dopaminérgica, através da manipulacéo
farmacoldgica dos receptores noradrenérgicos beta-2, sobre o comportamento

motor de um modelo animal de parkinsonismo induzido por reserpina.

2. Objetivos

Avaliar o efeito da administracéo de farmacos noradrenérgicos na expressao
de alfa-sinucleina em diferentes regides encefélicas de animais submetidos ao

modelo de parkinsonismo.

3. Metodologia

3.1 Animais

Foram utilizados 67 ratos Wistar entre 6 a 8 meses de idade, provenientes
do biotério do Laboratdrio de Neurofisiologia da Universidade Federal do Sergipe
(UFS). Os animais foram alojados em numero de 05 em gaiolas plasticas (33 x 40
x 17 cm), sob ventilacdo e temperatura controladas (22 + 2°C), com ciclo
claro/escuro de 12h/12h e acesso livre a agua e comida. Os animais utilizados
neste estudo foram tratados de acordo com os principios éticos estabelecidos pelo
CONCEA e todos os procedimentos experimentos foram analisados e previamente
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFS (CEPA/UFS, n.
13/2018). Todos os esforgos foram feitos para minimizar o numero de animais

usados e o seu sofrimento.

10
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3.2 Delineamento Experimental

Os animais foram divididos em seis grupos: controle (CTR — n = 11),
reserpina (RES — n = 12), salbutamol (SALB — n = 10), reserpina+salbutamol (R-
SALB - n = 10), propranolol (PRO — n = 11) , e reserpina+propranolol (R-PRO —n
= 13). Os animais receberam 12 injecdes por via subcuténea (s.c.) de veiculo ou
de RES (0,1 mg/kg), administradas a cada 48 horas (SANTOS et al.,, 2013). A
administracdo de SALB (5 mg/kg), PRO (20 mg/kg), ou veiculo foi realizada por via
intraperitoneal (i.p.), diariamente (uma a cada dia) apos 82 injecdo de RES, apos o
surgimento dos sintomas motores, durante oito dias, num total de oito injecdes de
SALB e PRO (HOSSEINI et al., 2017; DO MONTE et al., 2008; SIMSON et al.,
2001). Ao longo do experimento os animais foram pesados (a cada quatro dias) e
submetidos ao teste comportamental de Catalepsia. Apds 48 horas da
administragao da 122 inje¢cdo de RES os animais foram anestesiados, perfundidos
transcardialmente e os encéfalos foram coletados, processados e submetidos a

analise de imuno-histoquimica para alfa-sinucleina.

3.3 Teste Comportamental
3.3.1 Catalepsia

O comportamento de catalepsia foi avaliado diariamente, colocando-se o
animal com ambas as patas dianteiras sobre uma barra horizontal de vidro
elevada 9,0 cm da superficie de apoio das patas traseiras. O tempo de
permanéncia nesta posicdo foi considerado como medida da catalepsia e
mensurado a laténcia para o animal realizar o primeiro movimento, ou seja, sair da

posicao inicial. Os animais foram submetidos trés vezes consecutivas ao aparato e

11
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o tempo limite de permanéncia na barra foi de 180 segundos. Para cada avaliagao
do dia, foi considerada a média do tempo durante as trés tentativas (FERNANDES
et al., 2012; LINS et al., 2018; SANTOS et al., 2013).

3.4 Perfusdo dos animais

Apoés 48 horas da 122 injecdo de RES realizados no 242 dia, os animais
foram anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetamina (100mg/Kg) e
cloridrato de xilazina (10mg/Kg) intraperitoneal. Com o animal completamente
anestesiado com sobredose de anestésico e imobilizado, foi realizado um acesso
a cavidade toracica seccionando-se a pele e partes moles. Ao se expor a cavidade
abdominal foi feito uma incisdo no diafragma para exposicdo do coracdo. Os
animais foram perfundidos intracardiamente com tampéao fosfato salina (PBS; pH
7,2-7,4) para a lavagem dos vasos, por 10 minutos e, posteriormente, com
paraformaldeido 4% (PFA) em tampao fosfato (PB; pH 7,4; 100mM), por 10
minutos, para fixacdo do tecido. Apos a perfuséo, os cérebros foram removidos e
mergulhados em PFA a 4%, a 4°C por 24 horas. Em seguida, os cérebros foram
crioprotegidos por 48 horas em uma solucao fixadora de sacarose 30% a 4°C.

Apés a perfusdo dos animais, as carcacas foram depositadas em sacos
plasticos apropriados e armazenadas no freezer de coleta de material biolégico
situado no biotério do Departamento de Fisiologia da UFS para posterior
recolhimento durante a coleta de lixo especializada. Os residuos perfurocortantes
foram armazenados em caixas adequadas e levados até o hospital universitario
para descarte junto ao material do hospital.

Os cérebros foram levados a um criostato a -20 °C para obtencdo de
seccOes frontais de 50 ym, as quais foram distribuidas sequencialmente em 4
compartimentos, em um meio liquido contendo solucdo anticongelante. Cada um

desses compartimentos corresponderd a 1 de 4 seccdes, de maneira que a

12
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distancia entre uma secc¢ao e a seguinte seja de aproximadamente 300 ym. Estes
cortes foram armazenados em uma solucéo anticongelante a base de etilenoglicol

e PB e posteriormente conservados a 4°C até as reacfes de imuno-histoquimica.

3.5 Imuno-histoquimica

Apoés a perfusdo dos animais, coleta e processamentos dos encéfalos, as
seccOes dos tecidos foram realizadas em temperatura ambiente (22-25°C), os
tecidos foram lavados em Tampé&o fosfato (PB) 0,1 molar (4 vezes de 5 minutos),
depois foram lavados com PB 0,1 molar e perdxido de hidrogénio (H2 O2) 0,3%
para inativacdo da peroxidase enddgena durante 20 minutos, em seguida foi feita
lavagem em leite desnhatado 5% durante 15 minutos para evitar ligacdes
inespecificas, ao retirarmos do leite colocamos em uma lavagem com PB por 5
minutos, depois foram encubados em anticorpo primario, anti-alfa-sinucleina
(1:1000) (Milipore, USA), diluido em PB contendo Triton-X 100 a 0,4% (ICN
Biomedicals) e soro normal de cabra (Sigma Chemical Company) a 2% durante 24
horas (22°C). Em seguida, os tecidos foram encubados em anticorpo secundario
biotinilado (cabra anti-coelho) na concentracdo de 1:1000 (Santa Cruz
Biotechnology), diluido em PB contendo Triton-X 100 a 0,4%, por 2 horas. Apos o
anticorpo secundario, as seccdes foram lavadas e em seguida encubadas durante
2 horas no complexo avidina biotina (ABC Elite kit, Vector Labs, Burlingame,
USA). Para revelagéo, os cortes foram colocados em contato com o cromogeno, a
diaminobenzidina (DAB) (Sigma, St Louis, MO, USA) a 2,5% diluida em PB (0,1M /
pH 7,4) e 0,01% de H202.

As secc¢Oes foram montadas em lamina previamente gelatinizadas, e em
seguida foram desidratadas através da exposicao a concentracdes crescentes de
alcoois, clareadas com xilol e as laminulas fixadas com Entellan (Merck). As

secc¢Oes foram examinadas por iluminagcédo de campo claro (Nikon Eclipse Ci-S,) e

13
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as imagens capturadas utilizando-se uma camera digital (Nikon, Ds-filc) acoplada
ao microscopio e as localizacdes das areas foram determinadas usando o atlas
Paxinos e Watson (2007).

3.6 Aquisicdo de Imagens, Densidade Optica Relativa (DOR)

ApoOs a imuno-histoquimica e montagem das laminas, as seccfes foram
fotografadas por microscopio de iluminacdo de campo claro (Nikon Microscope,
H550S) com camera digital (Nikon, DXM-1200) acoplada ao microscépio e a um
programa de computador especifico para essa finalidade. Para a analise da DOR
as imagens foram obtidas em um mesmo momento, submetidas a uma mesma
intensidade de luz, sem passarem por qualquer modificacéo de brilho e contraste,
uma vez que os valores em pixels encontrados em cada imagem corresponderam
a uma intensidade maior ou menor de marcacao de determinada substancia do
tecido analisado. Cada animal analisado foi representado por imagens das areas
em aumento de 10x, nas quais foram possiveis a visualizacdo em detalhes da
presenca ou auséncia de células imunorreativas nos tecidos. A contagem de
célula foi realizada pelo software ImageJ (versdo 1.6.0). Foram analisadas 4
seccbes do cérebro de cada animal e o numero de células mensurado
correspondeu a média de células em 4 seccBes analisadas. As areas analisadas
foram substancia negra reticulada (SNr) e estriado dorsal, as quais foram
delimitadas com base no atlas de Paxinos e Watson (2007). Todas as analises
foram realizadas de forma "cega", onde o experimentador ndo soube a que grupo
pertencia cada imagem a analisada. Os valores para cada animal foram

normalizados pela média dos valores obtidos pelos animais do grupo controle.

3.7 Estatistica
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Os dados obtidos foram analisados através de testes de normalidade, de
esfericidade e homocedasticidade Shapiro-Wilk e apds essa andlise, testes
comportamentais foram analisados estatisticamente através da ANOVA de duas
vias de medias repetidas e a DOR e para contagem de células todos os dados
foram normalizados pelo grupo CTR e analisados atraves da ANOVA de uma via.
Ambas as analises foram seguidas pelo pés-teste de Fisher's (LSD). Foram
consideradas estatisticamente significativas, diferencas quando p < 0,05 e os
dados séo expressos em Média + Erro padrdo da média (x E. M. P.). O programa

para a realizac@o do teste estatistico foi utilizado o Software Graphpad Prism6.0.

4. Resultados E Discussdes

No presente estudo, avaliamos o déficit motor através do teste de Catalepsia
e a expressao de alfa-sinucleina nas areas da SNr e Estriado dorsal em um
modelo de parkinsonismo induzido por reserpina tratados com agonista e
antagonista noradrenérgico (salbutamol e propranolol, respectivamente), para

melhor compreender a atuagao da via noradrenérgica na fisiopatologia da DP.

4.1 Teste de Catalepsia

A ANOVA de duas vias com medidas repetida mostrou efeito de tempo (dias
de tratamento) [F (12, 732) = 95,91; p < 0,001], tratamento [F (5, 61) = 27,9; p <
0,001] e interacdo tempo x tratamento [F (60, 732) = 14,67; p < 0,001]. O pés-teste
LSD revelou aumento significativo no tempo de laténcia para iniciar o movimento
(tempo de catalepsia) dos grupos R-SALB e R-PRO a partir do dia 16 (48 horas
apos a 82 injecao de RES) e do grupo RES a partir do dia 18 (48 horas apos a 92
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injecdo de RES) quando comparados aos grupos controle, SALB [*p < 0,01; 18 20
22, 24n < 0,001], PRO [16 18 20, 22, 245 < 001] CTR [ 20. 22 24p < 0,001],
respectivamente. O pés-teste LSD também mostrou que os grupos R-SALB e R-
PRO apresentaram uma diminuic¢do significativa no tempo de catalepsia a partir do
dia 18 (48 horas ap0s a 92 injecdo de RES e 24 horas ap0s a 12 injecdo de SALB
e PRO) quando comparado ao grupo RES ['& 20. 22, 24 < 0,001] e [*®¥p < 0,001],
respectivamente. Além disso, o LSD revelou que o grupo R-SALB apresentou uma
diminuicdo significativa no tempo de catalepsia a partir do dia 18 (48 horas apos a
92 injecdo de RES e 24 horas ap6s a 12 injecdo de SALB e PRO) quando
comparado ao grupo R-PRO [*8p < 0,05; 20 22.24p > 0,001] (Figura 1).

16
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Figura 1. Efeito da administracdo repetida de salbutamol (5 mg/kg) e propranolol (20 mg/kg) no
comportamento de catalepsia de um modelo de parkinsonismo induzido por reserpina (0,1 mg/kg). A
ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou efeito de tempo, tratamento e interacéo
tempo x tratamento no tempo de catalepsia. O pés-teste LSD revelou aumento no tempo de
catalepsia dos grupos R-SALB R-PRO, a partir da 82 injecéo de RES, e do grupo RES, a partir da 92
injecdo de RES, quando comparado aos seus grupos controles, respectivamente. O grupo R-SALB
também apresentou menor tempo de catalepsia a partir 92 injecdo de RES quando comparado ao
grupo RES e R-PRO, enquanto o grupo R-PRO sO apresentou menor tempo de catalepsia,
comparado ao grupo RES, 48 horas apos a 92 injecdo de RES. Os valores sao expressos como
média + E. P. M. Foram considerados *p < 0,05 quando comparado os grupos CTR x RES; #p <
0,05 quando comparado os grupos SALB x R-SALB; +p < 0,05 quando comparado os grupos PRO x
R-PRO; ep < 0,05 quando comparado os grupos RES x R-SALB; e ¢p < 0,05 quando comparado os
grupos RES x R-PRO.

4.2 Analise Histolbgica
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Para analise da DOR na SNr, a ANOVA de uma via mostrou efeito do

tratamento [F (5, 24) = 3,319; p = 0,02]. O pdés-teste LSD revelou um aumento da

DOR para expressdo de alfa-sinucleina no grupo RES quando comparado aos
grupos, CTR [p < 0,05], R-SALB [p < 0,01] e R-PRO [p < 0,05] (Figura 2 e 4).

2.0 1

1.54

1.0 A

0.59

normalizado pelo CTR

Densidade 6tica relativa

SNr

0.0 T
CTR RES

SALB

R-SALB

PRO

R-PRO

Figura 2. Efeito da administracdo repetida de salbutamol (5 mg/kg) e propranolol (20 mg/kg) na
DOR para expressdo de alfa-sinucleina na SNr de um modelo de parkinsonismo induzido por
reserpina (0,1 mg/kg). A ANOVA de uma via mostrou que a administracdo de SALB e PRO impediu
0 aumento da DOR para alfa-sinucleina na SNr. O pés-teste LSD revelou um aumento na DOR
para expressédo de alfa-sinucleina no grupo RES quando comparado aos grupos CTR, R-SALB e
R-PRO. Todos os dados foram normalizados pelo grupo CTR e os valores sao expressos como
média + E.P.M. Foram considerados *p < 0,05 quando comparado os grupos CTR x RES; ep <

0,05 quando comparado os grupos RES x R-SALB e RES x R-PRO.

Para anéalise da DOR no estriado dorsal, a ANOVA de uma via mostrou efeito

do tratamento [F (5, 24) = 5,470; p< 0,001]. O pés-teste LSD revelou um aumento
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da DOR para expressédo de alfa-sinucleina no grupo RES quando comparado aos
grupos, CTR [p < 0,001], R-SALB [p < 0,01) e R-PRO [p < 0,001] (Figura 3 e 4).

b
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o
(=]

Estriado dorsal

cTR RES

SALB

R-SALB

PRO

R-PRO

Figura 3. Efeito da administracdo repetida de salbutamol (5 mg/kg) e propranolol (20 mg/kg) na
DOR para expressdo de alfa-sinucleina no estriado dorsal de um modelo de parkinsonismo
induzido por reserpina (0,1 mg/kg). A ANOVA de uma via mostrou que a administracdo de SALB e
PRO impediu 0 aumento da DOR para alfa-sinucleina no estriado dorsal. O pds-teste LSD revelou
um aumento da DOR para expressao de alfa-sinucleina no grupo RES quando comparado aos
grupos CTR, R-SALB e R-PRO. Todos os dados foram normalizados pelo grupo CTR e expressos
como média + E.P.M. Foram considerados *p < 0,05 quando comparado os grupos CTR x RES;
ep < 0,05 quando comparado os grupos RES x R-SALB e RES x R-PRO.
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Figura 2. Imuno-histoquimica para alfa-sinucleina. Secc¢des da substancia negra reticulada (SNr) e
estriado dorsal de animais induzido ao parkinsonismo por reserpina (0,1 mg/kg) tratados com com
salbutamol (5 mg/kg) e propranolol (20 mg/kg). Imagem representativa mostra um aumento da
marcacao de alfa-sinucleina no grupo RES quando comparado aos grupos R-SALB e R-Pro na SNr
e estriado dorsal. Escala da barra: 100 yum.
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No presente estudo observamos que o tratamento com agonista e
antagonista dos receptores noradrenérgicos beta-2 (Salbutamol e propranolol,
respectivamente) provocam uma diminuicdo no tempo de catalepsia e um
aumento na DOR da alfa-sinucleina na SNr e no estriado dorsal de um modelo
animal de parkinsonismos induzido por RES.

O modelo animal de parkinsonismo induzido por RES tem sido amplamente
utilizado para estudar os sintomas motores e ndo motores da DP, uma vez que, a
progressividade dos sintomas permite separar a fase pré-motora da fase motora e
assim possibilitar a investigacdo de mecanismos patologicos envolvidos em cada
uma dessas fases (BISPO, 2016; CAMPELO, 2013; LINS et al., 2018; SANTOS et
al., 2013; SOUZA, 2011). No presente trabalho, observamos que a administracao
repetida de SALB provocou reducdo no tempo de catalepsia induzido pela RES,
corroborando com os achados de Andén et al. (1973) onde mostram que a
mudanca na atividade do receptor de noradrenalina podem afetar
substancialmente a atividade motora, desde que haja uma certa atividade do
receptor de dopamina(ANDEN et. al., 1973). Além disso, estudos epidemiol6gicos
mostram que o tratamento com farmacos agonistas de receptores noradrenérgicos
beta-2, como o SALB, estdo associados a um menor risco do desenvolvimento da
DP (GRONICH et al., 2018; HOPFEN et al.,, 2019), Dessa forma, esses dados
sugerem que a ativacao de receptores noradrenérgicos beta-2 ou a ativacdo da

via noradrenérgica pode amenizar os sintomas motores da DP.

Por outro lado, apesar de bem descritos 0s parametros comportamentais do
modelo de parkinsonismo induzido por RES, poucos estudos tém investigado os
mecanismos neuroquimicos envolvidos na DP (BELLUCCI et al., 2011; BISPO,
2016; LEAL et al., 2016, 2019, LEAO et al., 2015, 2017; LINS et al., 2018;
OIKAWA et al., 2016; SANTOS et al., 2013).
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A alfa-sinucleina € uma proteina pré-sinaptica e sua funcao especifica, ainda
ndo é bem conhecida, apesar de abundante no cérebro humano (BENDOR,;
LOGAN; EDWARDS, 2013). Sua forma mon6mera nédo apresenta funcdes toxicas,
no entanto sua forma fibrilar apresenta alta toxicidade aos neurénios (OIKAWA et
al., 2016), dessa forma, essa proteina tem importante papel na patologia da DP,
uma vez que, sua agregacao induz a varios mecanismos que culminam na
neurodegeneracdo dopaminérgica em areas cerebrais responsaveis pela funcéo
motora e cognitiva (PERFEITO et. al., 2013)

Estudos mostram que a agregacao de alfa-sinucleina na SNpc de cérebros
de macacos e camundongos induzidos ao parkinsonismo por MPTP, desenvolvem
sintomas caracteristicos da DP (HUANG et al., 2018; KANG et al., 2018). Da
mesma forma, € observado um aumento da expressao dessa proteina no estriado
de ratos tratados com 6-OHDA (QUIROGA-VARELA et al., 2017) e aumento de
expressdo de alfa-sinucleina solivel na SNr e estriado dorsal do modelo animal
induzido por RES (LEAO et al., 2017).

No presente trabalho avaliamos a expressdo de alfa-sinucleina através da
analise por DOR e observamos que RES provoca um aumento da DOR da Alfa-
sinucleina na SNr e no estriado dorsal, como mostrado por Ledo et. al. (2017), e
que a administracéo repetida de SALB e PRO impediu esse aumento nos grupos
R-SALB e R-PRO, como mostrado por Mittal et al. (2017) que observou uma
reducdo na expressdo e alfa-sinucleina 24 horas apdés a administracdo de um
agonista do receptor noradrenérgico beta-2 em células em meio de culturas e o
aumento de ceélulas imunorreativas a TH* em um modelo de parkinsonismos
induzido por MPTP. Esses dados sugerem que a ativacdo dos receptores
noradrenérgicos beta-2 podem regular a expressao de alfa-sinucleina e reduzir os

riscos da DP.
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Dessa forma, nossos dados sugerem que a mudanca na atividade dos
receptores noradrenérgicos beta-2, por agonistas ou antagonistas, pode amenizar
o déficit motor e regular a expressdo de alfa-sinucleina um modelo animal de
parkinsonismo induzido por RES, o qual tem sido uma importante ferramenta para
o estudo dos mecanismos fisiopatoldégicos da DP. No entanto, apesar da relacdo
neurotoxica entre a alfa-sinucleina e a DP (TOLO et al., 2018), os mecanismos
patogénicos associados a essa proteina sdo pouco compreendidos e outros

estudos sdo necessarios.

5. Conclusdes

Neste estudo demostramos que a administracdo repetida de agonista e
antagonista dos receptores noradrenérgicos beta-2 (SAL e PRO, respectivamente)
sdo capazes de reduzir os déficits motores induzidos e impedir o aumento da DOR
para expressao de alfa-sinucleina na SNr e no estriado dorsal de um modelo de
parkinsonismo induzido por RES. Dessa forma, esses dados mostram que a
atividade da via noradrenérgica, através dos receptores beta-2, podem amenizar
0s sintomas motores, regular a expressdo de alfa-sinucleina e, possivelmente,
reduzir os riscos da DP. No entanto, novos estudos sao necessarios para
esclarecer os mecanismos reguladores envolvidos entres esses receptores e

expressao de alfa-sinucleina.

23



()

z

¢
R
UFS

SERVICO PUBLICO FEDERAL
~ UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

6. Perspectivas De Trabalhos Futuros

O presente trabalho mostrou que a via noradrenérica apresenta importante
participacdo na regulacdo da expressao da principal proteina envolvida na
fisiopatologia da DP, e que a administracdo de farmacos prescritos para doencas
cardiovasculares e, principalmente, pulmonares, que atuam na via noradrenérgica,
estdo envolvidos na reducédo do risco da DP. Dessa forma, esse trabalho abre
portas para investigacdo da atuacdo da via noradrenérgica sobre os mecanismos
fisiopatologicas da doenga, bem como sobre 0s mecanismos regulatorios entre 0s
receptores noradrenérgicos beta-2 e a expressao de alfa-sinucleina.
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8. Outras Atividades

Ao longo da iniciacao cientifica, participei de reuniées semanais do grupo de
pesquisa, para a discussdo de artigos cientificos e metodologias a serem
aplicadas ao projeto, bem como, discussfes sobre diferentes temas de interesse
do grupo e participacdo como ouvinte ou apresentacdo de trabalho, em eventos
cientificos locais e nacionais, | Simpdsio de Ciéncias Naturais de Sergipe (I
SCIENSE), V Semana Académica da UFS (V SEMAC), VI Semana de Biologia de
Itabaiana (VI Sebita) e XLI Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Neurociéncias e Comportamento (XLI SBNeC).

Dentre as atividades necessarias para realizagdo do projeto, foram
realizadas buscas de artigos cientificos, em peridodicos como PUBMED, Periddicos
CAPES e Scientific Direct, para embasamento cientifico e metodologico de todas
as etapas do projeto, bem como para interpretacdo dos dados coletados e

producao do relatério final.
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