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MECANISMO DE COMPENSACAO VESTIBULAR NAS ALTERAQC)ES DO
EQUILIBRIO EM UM MODELO PROGRESSIVO DE PARKINSONISMO
INDUZIDO POR RESERPINA, Thassya Fernanda Oliveira dos Santos, S&o
Cristovao, 2022.

As alteracdes do equilibrio na doenca de Parkinson (DP) respondem de
forma insatisfatéria aos medicamentos dopaminérgicos utilizados no tratamento
dos sintomas motores, suscitando o envolvimento de neurotransmissores
adicionais no desequilibrio, como é o caso do sistema colinérgico do nucleo
pedunculopontino (NPP). Dada a complexidade da terapéutica medicamentosa
do desequilibrio na DP, o presente estudo objetivou investigar a atuacdo do
mecanismo de compensacdo vestibular nas alteracbes do equilibrio em um
modelo progressivo de parkinsonismo induzido por reserpina (RES). No
delineamento experimental 1, 28 animais foram divididos de forma aleatéria em
2 grupos: controle (animais tratados com solucéo veiculo — CTR) e RES (animais
tratados com RES 0,1 mg/kg), n = 14 por grupo. As avaliagdes comportamentais
consistiram em: catalepsia (a cada 48h); teste de campo aberto (48h apds a 2°,
42 e 10° injecdes) e teste de equilibrio na trave (realizado no dia O e 48h apds a
42 e 102 injecdes). No delineamento experimental 2, 42 animais foram divididos
de forma aleatoria em 3 grupos: CTR, RES e controle total (animais tratados com
solucéo veiculo e que ndo foram submetidos aos testes de equilibrio — CTRt), n
= 14 por grupo. As avaliagbes comportamentais consistiram em: catalepsia e
testes de equilibrio na trave (equilibrio estatico e equilibrio dindmico), todos
realizados nos dias 0 e 48h ap0s a 42 e 102 injecdes. 48h apos a 42 injecdo, um
observador externo selecionou aleatoriamente metade dos animais de cada
grupo (n =7) de ambos os delineamentos experimentais para serem perfundidos.
Os animais restantes (n = 7 por grupo) foram perfundidos 48h apos a 102 injecéo.
Para os animais do delineamento experimental 1 foi realizada analise
imunohistoquimica para colina acetiltransferase (ChAT) no nucleo NPP. No
delineamento experimental 1 os animais do grupo RES apresentaram maior
tempo de permanéncia na barra no teste de catalepsia, a partir do dia 12 (p =
0,03) até o final do tratamento, dia 20 (p<0,01), quando comparados com o grupo
CTR. Na atividade geral do campo aberto, avaliada no dia 20, o grupo RES
apresentou uma diminuicdo da distancia total percorrida (p = 0,04), velocidade
média (p = 0,04) e do numero de eventos de rearing (p < 0,01), quando
comparados ao grupo CTR. No teste de equilibrio na trave os animais do grupo
RES apresentaram um tempo de travessia maior no dia 8 (p < 0,01) e no dia 20
(p<0,01) quando comparados com o grupo CTR. No NPP houve uma diminuicéo
de células ChAT+ para os animais do grupo RES que receberam 4 (p < 0,01) e
10 injecdes (p < 0,01). No delineamento experimental 2 os animais do grupo RES
apresentaram maior tempo de permanéncia na barra, no teste de catalepsia no
dia 20 (p < 0,01) quando comparado ao grupo CTR. Na trave de equilibrio
estatico os animais do grupo RES apresentaram um tempo de permanéncia
sobre a trave menor no dia 20 (p < 0,1) e uma pontuagéo menor (score) no dia 8
(p=0,01) e no dia 20 (p < 0,01) quando comparado ao grupo CTR. O grupo RES



mostrou um tempo de travessia maior no dia 8 (p < 0,01) e no dia 20 (p < 0,01),
quando comparado ao CTR. No presente estudo a administracao repetida de
baixas doses (0,1 mg/kg) de reserpina foi capaz de causar alteracfes
comportamentais do equilibrio desde os estagios iniciais. Essas alteracdes foram
acompanhadas pela reducdo do numero de células imunorreativas para ChAT
no NPP, o que permitiu verificar que o uso de exercicios repetidos potencializou
a atuacao do mecanismo central de compensacéao vestibular.

Descritores: Doenca de Parkinson, Colina acetiltransferase, Reabilitagéo



VESTIBULAR COMPENSATION MECHANISM IN BALANCE CHANGES IN A
RESERPINE-INDUCED PROGRESSIVE MODEL OF PARKINSONISM,
Thassya Fernanda Oliveira dos Santos, Sao Cristévao, 2022.

Balance alterations in Parkinson's disease (PD) have an unsatisfactory response
to dopaminergic drugs used in the treatment of motor symptoms, leading to the
involvement of additional neurotransmitters in the imbalance, such as the
cholinergic system of the pedunculopontine nucleus (PPN). Due to the complexity
of drug therapy for imbalance in PD, the present study investigated the role of the
vestibular compensation mechanism in balance alterations in a reserpine-
induced progressive model of parkinsonism. In experiment 1, 28 animals were
randomly divided into 2 groups: control (animals treated with the vehicle — CTR)
and reserpine (RES) (animals treated with 0.1 mg/kg RES), n = 14 per group.
Behavioral assessments consisted of a catalepsy test (every 48h); an open field
test (48h after the 2nd, 4th and 10th injections), and a balance beam test
(performed on day 0 and 48h after the 4th and 10th injections). In experiment 2,
42 animals were randomly divided into 3 groups: CTR, RES, and total control
(CTRt — animals treated with vehicle and not submitted to equilibrium tests), n =
14 per group. Behavioral assessments consisted of a catalepsy test, and a
balance beam test (static balance and dynamic balance), all performed on day O
and 48h after the 4th and 10th injections. An external observer randomly selected
half of the animals in each group (n = 7) of both experiments to be perfused 48h
after the 4th injection. The remaining animals (n = 7 per group) were perfused
48h after the 10th injection. In experiment 1, animals were submitted to
immunohistochemical analysis for choline acetyltransferase (ChAT) in the
pedunculopontine nucleus (PPN). In experiment 1, the RES group spent more
time on the bar in the catalepsy test, from day 12 (p = 0.03) until the end of
treatment — day 20 (p < 0.01) when compared with the CTR group. In the general
activity of the open field test, assessed on day 20, the RES group showed a
decrease in the total distance traveled (p = 0.04), mean speed (p = 0.04), and the
number of rearing events (p < 0.01) when compared to the CTR group. In the
balance beam test, the RES group had a longer crossing time on day 8 (p < 0.01)
and on day 20 (p < 0.01) when compared to the CTR group. In PPN, there was a
decrease in ChAT+ cells in the RES group that received 4 (p < 0.01) and 10
injections of reserpine (p < 0.01). In experiment 2, the RES group spent more
time on the bar in the catalepsy test on day 20 (p < 0.1) when compared to the
CTR group. In the static balance beam, the RES group had a shorter time on the
beam on day 20 (p < 0.1), and a lower score on day 8 (p = 0.01) and on day 20
(p < 0.1) when compared to the CTR group. The RES group showed a longer
crossing time on day 8 (p < 0.01) and day 20 (p < 0.01) when compared to CTR.
In the present study, repeated administration of low doses (0.1 mg/kg) of
reserpine was able to cause behavioral changes in balance from the initial stages.
These changes were accompanied by a decreased number of immunoreactive
cells for ChAT in the PPN. It was also possible to verify that the repeated
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exercises potentiated the performance of the central vestibular compensation
mechanism.

Keywords: Parkinson’s Disease; Choline acetyltransferase; Rehabilitation.
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RESUMO PARA A SOCIEDADE

O envelhecimento da populacdo acontece de forma crescente no mundo inteiro
e constitui um fator de risco para muitas doencas. Nesse contexto esta a doenca
de Parkinson (DP), considerada a segunda doenca neurodegenerativa,
relacionada ao envelhecimento, mais comum. A DP tem como caracteristicas a
degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos em uma area do encéfalo chamada
substancia negra parte compacta e a consequente reducao do neurotransmissor
dopamina, o qual estd envolvido com a atividade motora, em outra area
denominada estriado. Essas caracteristicas sdo responsaveis pelos sintomas
motores observados na DP, como tremor, rigidez e alteracdes do equilibrio. As
alteracbes do equilibrio apresentam uma natureza complexa e pouco
compreendida pelos estudiosos. Um exemplo disso, é o fato dessas alteracdes
ndo responderem de forma satisfatéria aos medicamentos dopaminérgicos
utilizados no tratamento dos outros sintomas motores, o que fez os
pesquisadores suspeitarem da participacdo de outros tipos de
neurotransmissores, como o sistema de neurotransmissao colinérgico em uma
area chamada nucleo pedunculopontino (NPP), nos disturbios do equilibrio em
pacientes com a DP. Devido a essa complexidade na abordagem terapéutica
das alteracdes do equilibrio o presente estudo teve como objetivo investigar a
participacdo do mecanismo de compensacao vestibular nas alteracdes do
equilibrio em ratos que foram induzidos por meio de um farmaco chamado
reserpina (RES) a reproduzirem a DP. Esse mecanismo ocorre de maneira
natural apés uma lesdo no sistema vestibular periférico ou central, fazendo com
que os sintomas dessas alteracbes, como tontura, quedas e desequilibrio
diminuam gradativamente, porém de maneira lenta e por vezes incompleta.
Trata-se de um componente importante no processo terapéutico de reabilitacéo
vestibular, que por sua vez busca a recuperacdo clinica de pacientes com
distirbios do equilibrio promovendo e acelerando o mecanismo de
compensacao, utilizando exercicios repetidos de olhos, cabeca e corpo. Em um
estudo anterior do nosso grupo de pesquisa foi observada uma diminuicdo do
namero de células colinérgicas no NPP para os animais que haviam recebido 4
injecbes de RES, porém houve um aumento dessas células nos animais que
receberam 10 injecdes, o0 que nos fez refletir sobre a participacdo do mecanismo
de compensagao potencializado pela reabilitagdo vestibular, uma vez que os
animais eram repetidamente submetidos a tarefas de avaliacio do equilibrio. E
importante mencionar que o0 uso humanitario de animais em pesquisa €é
autorizado por lei e o presente estudo obteve aprovacido da Comisséo de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal de Sergipe. Assim, para responder
a0 nosso objetivo nesse estudo, os animais foram submetidos a uma série de
testes que avaliaram a inibicdo motora e rigidez (teste de catalepsia), 0
comportamento locomotor e exploratério (teste de campo aberto) e o equilibrio
estatico e dinamico (traves de equilibrio), enquanto recebiam as injecdes de RES
a cada 48h. Entretanto, nés diminuimos exposi¢cdo dos animais aos testes de
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equilibrio para apenas uma avaliacdo inicial e uma avaliagéo final. Ao final do
experimento os animais que receberam 4 ou 10 injecOes foram eutanasiados e
foi investigado se houve aumento ou diminuicdo do numero de células
colinérgicas no NPP. Verificou-se, portanto, que as alteracdes do equilibrio se
manifestaram desde os estagios iniciais, antes das alteracGes avaliadas pelos
outros testes motores (catalepsia e campo aberto) e que essas alteragcées do
equilibrio foram acompanhadas pela reducéo do numero de células colinérgicas
no NPP tanto para os animais que receberam 4 quanto para 0s animais que
receberam 10 inje¢Bes. Assim, foi possivel confirmar ainda, que o uso de
exercicios repetidos potencializou a atuacdo do mecanismo central de
compensacao vestibular em nosso estudo anterior.
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1. INTRODUCAO

O envelhecimento populacional acontece mundialmente e traz consigo
demandas que tornam esse fendmeno um objeto de estudo da comunidade
cientifica. Caracterizado por um processo gradual de deterioracdo da
capacidade funcional do corpo (PEREZ; SIERRA, 2009; SILVA, 2014), o
envelhecimento é um processo complexo e multifatorial que provoca alteracées
a nivel estrutural, funcional e molecular do organismo (MAGUIRE; SLATER,
2013). Por conta desses aspectos, o envelhecimento constitui um fator de risco
para muitas doencas (SONG; CHEN, 2015; SILVA, 2014), dentre as quais

encontram-se as doencas neurodegenerativas (SONG; CHEN, 2015).

No campo das doencas neurodegenerativas destaca-se a DP,
considerada o distirbio do movimento mais comum (TYSNES; STORSTEIN,
2017) e a segunda doenga neurodegenerativa geriatrica mais prevalente, ficando
atrds da doenca de Alzheimer (CHEN; TSAI, 2010). Trata-se de um disturbio
cronico e progressivo (SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2020; ZESIEWICZ, 2019),
caracterizado pela degeneracdo predominante e progressiva de neurdnios
dopaminérgicos na SNpc, pela a presenca de corpos de Lewy no citoplasma e
deplecdo de dopamina (DA) no estriado (CARMICHAEL; LOCKHART, 2012;
OPARA et al., 2017; SHAHMORADIAN et al., 2019).

As caracteristicas fisiopatolégicas da DP sdo responséaveis pelo
surgimento dos sintomas motores (TYSNES; STORSTEIN, 2017; OPARA et al.,
2017), dentre os quais encontram-se a bradicinesia, tremor, rigidez e
desequilibrio (ZESIEWICZ, 2019;0PARA et al., 2017). Este dultimo, se
caracteriza por apresentar uma natureza complexa e pouco compreendida pela
literatura (RINALDUZZI et al., 2015), o que desperta interesse pelo entendimento

dos mecanismos fisiolégicos envolvidos nesse sintoma.



Os déficits de equilibrio respondem de forma insatisfatoria aos
medicamentos dopaminérgicos, suscitando a possibilidade de atuacdo de
neurotransmissores adicionais na funcdo do equilibrio (MORRIS et al., 2019).
Nesse sentido, a comunidade cientifica tem investigado a participagdo do NPP
nas alteracdes do equilibrio (PAHAPILL; LOZANO, 2000; KARACHI et al., 2010;
MORO et al., 2010; MORRIS et al., 2019), ressaltando o fato de que esse nucleo
representa uma das fontes mais importantes de neurdnios colinérgicos do
encéfalo (BOHNE; ALBIN, 2011). Somado a isso, tem sido observado o
envolvimento dessa area em déficits de equilibrio em modelos animais da DP
(JANICKOVA et al.,, 2017; KARACH; FRANCOIS, 2018), além de ter sido
verificada uma reducédo da acetilcolina (ACh) em pessoas com DP quando em

comparacao com controles saudaveis (BOHNEN et al., 2012).

Dada a complexidade da terapéutica medicamentosa das alteracdes do
equilibrio na DP (KARACHI; FRANCOIS, 2018), ha uma necessidade de explorar
abordagens ndo dopaminérgicas para o tratamento de problemas de equilibrio e
marcha em individuos com DP (ETON; LEPORE, 2008). Logo, se faz relevante
voltar o olhar para a participagdo do mecanismo fisiolégico de compensacéao
vestibular nas alterac6es do equilibrio em pacientes com a DP. Esse mecanismo
estd interligado a uma série de propriedades adicionais do sistema de controle
postural que buscam garantir a capacidade de se adaptar as mudancas nas
condi¢des do ambiente e a plasticidade neural induzida por lesées periféricas ou
centrais. Trata-se de um componente essencial no processo terapéutico de
reabilitacdo vestibular (RV), a qual visa a recuperacao clinica de pacientes com
distarbios do equilibrio (BRONSTEIN; PAVLOU, 2013). Em vérios estudos tém
sido observado os beneficios dessa estratégia no tratamento das alteracdes do
equilibrio nas mais diferentes situacdes clinicas (HILLIER; MCDONNELL, 2016;
SULWAY E WHITNEY, 2019) e inclusive, no caso de pacientes acometidos pela
DP (ACARER et al., 2015;ROSSI-IZQUIERDO et al., 2009).



Assim, buscando investigar a atuacdo do mecanismo de compensacéo
vestibular na DP, o presente estudo o fez por meio da utilizacdo de um modelo
experimental com animal que mimetiza a doenca por meio da utilizacdo de
baixas doses repetidas de RES, a qual atua de modo a impedir o
armazenamento de monoaminas nas vesiculas sinapticas, causando a deplecéo
dessas monoaminas em terminais nervosos, induzindo assim, sintomas motores
comumente observados na DP (ALVES et al., 2000).



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. DOENCA DE PARKINSON
2.1.1. Histérico

Em 1817, em seu livro “Um Ensaio sobre a Paralisia Agitante”, James
Parkinson descreveu, pela primeira vez de forma clinica (KHANDHAR; MARKS,
2007; REICH; SAVITT, 2019), os sinais e sintomas da DP a partir da observacéo
de seis casos clinicos (OBESO et al., 2017). Entretanto, em documentos mais
antigos € possivel encontrar a descricdo de componentes relacionados a DP
(DORSEY et al., 2018), a qual era denominada de Kampavata. Dentre esses
componentes estavam a dificuldade de movimento, sonoléncia e olhar fixo
(RAUDINO, 2012). Mais tarde, sintomas como tremor de repouso e festinagéo
foram descritos respectivamente por Sylvius de La Boé em 1680 e por Sauvages
em 1768 (GOETZ, 2011).

Em 1872, Jean-Martin Charcot, considerado o principal neurologista do
século XIX, foi mais completo em suas descricbes (OBESO et al., 2017). De
acordo com Charcot, a bradicinesia e a rigidez representavam carateristicas
chaves da doenca (GOETZ, 2003; GOETZ, 2011; OBESO et al., 2017) e o tremor
poderia ser considerado tipico, mas ndo uma caracteristica essencial para o
diagnéstico da DP (OBESO et al., 2017), o que o fez argumentar contra o termo
paralisia agitante, sugerindo a utilizacdo do nome DP para designar o distarbio,
em homenagem a James Parkinson (FAHN, 2003; GOETZ, 2011).

Com o passar dos anos a acinesia foi sendo reconhecida como sintoma
da DP pelos estudiosos. Em 1959, Schwab e Peterson descreveram, dentro da
definicdo de acinesia, sintomas como fadiga, diminuicdo da amplitude de
movimento, dificuldade para mudar para outros padrbes de contracdo, apatia,
incapacidade de completar a¢des, dificuldade de iniciar um ato e dificuldade em
executar dois eventos motores simultaneamente (FAHN, 2003).

Embora as descobertas a respeito das condi¢cdes clinicas da DP tenham
ocorrido de maneira rapida, 0 mesmo nao aconteceu em relacdo aos aspectos
anatomopatoldgicos, que permaneceram enigmaticos por bastante tempo.

Durante a década de 1920, Trétiakoff foi o primeiro a relatar alteragbes



neuropatolégicas na substancia negra (SN) em pacientes com DP, observando
a despigmentacado macroscopica dessa regido, que mais tarde descobriu-se ser
resultado da perda de neurbnios dessa area, 0s quais contém grandes
quantidades de neuromelanina, observando ainda a perda microscopica de
neurbnios associados a gliose e a presenca de inclusdes citoplasmaticas
denominadas de corpos de Lewy (PRZEDBORSKI, 2017).

As pesquisas sobre as bases neuroquimicas da DP vieram logo em
seguida e em 1959, ap0Os a realizacdo de experimentos anteriores, Carlsson
sugeriu que a DP estava relacionada a DA. No ano seguinte, Ehringer e
Hornykiewicz, mediram a DA e a norepinefrina (NE) em tecido humano post
mortem de individuos com disturbios nos ganglios da base e verificaram uma
reducdo da DA neoestriatal no parkinsonismo. A partir desses achados deu-se
inicio & era moderna de compreensao do parkinsonismo e do papel da DA no
encéfalo (FAHN, 2003; PRZEDBORSKI, 2017).

2.1.2. Epidemiologia

Dados epidemiolégicos referentes a DP sdo de grande relevancia e
interesse para a comunidade cientifica, tendo em vista o seu potencial para
identificar fatores de risco e consequentemente proporcionar uma melhor
compreensao da historia natural da doenca. Somado a isso, esses dados séo
utilizados como embasamento na elaboracdo de um planejamento eficaz nos
servigcos de saude, algo extremamente necessario diante do nimero crescente
de idosos e da necessidade de cuidados a eles demandados (PRINGSHEIM et
al., 2014).

A DP afeta milhdes de pessoas ao redor do mundo (ZESIEWICZ, 2019).
Trata-se da segunda doenca neurodegenerativa mais comum, sendo a primeira,
a doenca de Alzheimer (LEE; GILBERT, 2016). De acordo com a literatura, o
aumento da idade constitui o principal fator de risco para a doenca (Lee e Gilbert,
2016), de modo que o aumento da expectativa de vida pode provocar um
crescimento de mais de 50% do numero de pessoas com a DP atée 2030

(DORSEY etal., 2007). Nesse contexto, os dados de prevaléncia aumentam com



o avancar da idade (SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2020), passando de 0,3% na
populacao geral, para cerca de 1% em sujeitos com mais de 60 anos nos paises
industrializados (LAU; BRETELER, 2006). As taxas de incidéncia na populacao
geral ttm uma estimativa de 13 casos por 100.000 enquanto que as populacdes
com 65 anos ou mais apresentam uma média de 180 casos por 100.000 ao ano
(DRIVER et al., 2009).

Ao longo da vida os homens tém maiores chances de ter a DP do que as
mulheres (CHARLES; NELSON, 2016; ZESIEWICZ, 2019). Além disso, 0 inicio
da doenga costuma acontecer mais cedo nos homens do que nas mulheres
(TWELVES, PERKINS; COUNSELL, 2003) e uma vez que adquirem a DP, as
mulheres podem ter um fendtipo mais benigno, com progressao mais lenta e isso
pode ser explicado pela maior atividade estrogénica presente nas mulheres
(HAAXMA et al., 2007).

2.1.3. Etiologia

A etiologia da DP até o momento ndo é bem compreendida e ndo se tem
conhecimento sobre o que desencadeia tal patologia (CAPRIOTTI; TERZAKIS,
2016). Em busca desse entendimento, modelos experimentais de DP
envolvendo investigacdes neuropatoldgicas, andlises genéticas e estudos
epidemioldgicos tém tentado elucidar a condi¢cdo detalhada da DP (ABRUZZO
et al., 2017).

Os fatores de risco para a DP podem ser classificados em genéticos ou
ambientais (ABRUZZO et al., 2017; SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2020). Uma
pequena parcela dos casos € atribuida a mutagcdes genéticas conhecidas
(CAMPDELACREU, 2014), mas na maioria dos casos € observada uma etiologia
multifatorial (CAMPDELACREU, 2014; SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2020), ou
seja, uma interacao entre diversos fatores genéticos e ambientais, que atuam na
suscetibilidade da doenca, sendo esses, fatores de risco em maior ou menor
grau (CAMPDELACREU, 2014).

De acordo com a literatura diversos fatores ambientais contribuem para
um aumento do risco de DP (CAMPDELACREU, 2014). As evidéncias apontam,



por exemplo, uma associagado positiva bastante consistente entre exposi¢cao a
pesticidas e DP (LAU; BRETELER, 2006; CAMPDELACREU, 2014). Em estudos
experimentais de laboratério, pesticidas como paraquat, rotenona e Varios
ditiocarbamatos e organoclorados, causam parkinsonismo, apoiando a
possibilidade de que essas associagOes reflitam efeitos causais (SIMON;
TANNER; BRUNDIN, 2020).

O estudo do tabagismo como fator de risco para a DP esta entre os fatores
mais investigados e apresenta resultados bastante consistentes. Os resultados
de estudos epidemiolégicos mostram um risco reduzido de DP em fumantes de
cigarro. Varios mecanismos foram propostos para explicar o potencial efeito
neuroprotetor do tabagismo (LAU; BRETELER, 2006) e as explicacbes mais
provaveis envolvem a nicotina (LAU; BRETELER; 2006; SIMON; TANNER;
BRUNDIN, 2020), que por sua vez estd associada a uma estimulagdo dos
neurdnios dopaminérgicos, a inibicdo da formacgao de fibrilas de a-sinucleina e a
melhoras dos sintomas da DP (CAMPDELACREU, 2014).

Estudos que avaliaram o risco do consumo de café para o
desenvolvimento da DP revelaram uma reducéo significativa do risco de DP para
individuos que consomem café, sendo a cafeina considerada o componente
ativo dessa associacado (LAU; BRETELER, 2006). O efeito € maior em homens
com niveis mais altos de consumo de café e pode ser modificado por fatores
genéticos (SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2020). Em estudos com modelos
animais, a cafeina foi considerada neuroprotetora, uma vez que bloqueou a
toxicidade do 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP)
(CAMPDELACREU, 2014) e melhorou os déficits motores relacionados a DP em
um modelo de camundongo (ROSS et al., 2000).

A atividade fisica foi relacionada a um baixo risco de DP mais proeminente
em homens (CHEN et al., 2005; YANG et al., 2015). De acordo com a literatura,
o exercicio fisico melhora os resultados comportamentais e reduz a perda
neuronal de dopamina (DA) induzida por toxicos em modelos animais da DP
(TILLERSON et al., 2003; CAMPDELACREU, 2014).

A maior prevaléncia e incidéncia de DP em homens levaram a hipotese

de que os hormonios sexuais femininos proporcionariam uma protegéo contra a



morte celular neuronal (LAU; BRETELER, 2006). Estudos em animais
forneceram evidéncias de um efeito benéfico potencial dos estrogénios na DP,
possivelmente por meio de propriedades antioxidantes (SAUNDERS-PULLMAN,
2003).

Por fim, causas unicamente genéticas ndo parecem constituir um fator
etioldgico principal na maioria dos casos de DP, embora em vérios estudos, uma
historia familiar tenha sido associada a um alto risco de DP (LAU; BRETELER,
2006). Até o momento, pelo menos 23 loci e 19 genes causadores de doencas
para parkinsonismo foram identificados e designados como genes causadores
de DP pelo Comité de Nomenclatura Genética HUGO. Estes incluem 10 genes
autossdmicos dominantes e 9 genes autossémicos recessivos (DENG; WANG;
JANKOVIC, 2018).

Os genes mais comumente estudados nesse contexto sdo aqueles
envolvidos no metabolismo da dopamina, metabolismo mitocondrial,
desintoxicacdo, outras doencas neurodegenerativas e DP familiar e genes
associados a fatores de risco putativos para DP (LAU; BRETELER, 2006).

2.1.4. Fisiopatologia

As marcas neuropatolégicas da DP incluem a perda de neurbnios
dopaminérgicos na SNpc, o acumulo generalizado de agregados de proteinas
intraneuronais denominados corpos de Lewy e a deplecdo de DA no estriado.
Essas caracteristicas sdo fundamentais para o diagndéstico definitivo da DP
(POEWE et al., 2017).

Os corpos de Lewy sdo em grande parte constituidos por uma forma
agregada da proteina a-sinucleina depositadas de forma anormal no citoplasma
de certos neurdnios, nao somente da SNpc, mas de muitas outras regides do
sistema nervoso periférico (SNP) e central (POEWE et al., 2017), causando
neurodegeneracao, disfuncéo sinaptica, neurogénese e diferenciacdo neuronal
(KAUR, MEHAN; SINGH, 2019).



A DA é um neurotransmissor que desempenha um papel critico nos
circuitos do Sistema Nervoso Central (SNC) (GOWRISHANKAR; HAHN;
BLAKELY, 2014) e exerce um controle modulatério significativo na locomocao,
cognicao, recompensa e motivacao (ROBBINS, 2003). Dessa forma, as vias de
sinalizacdo dopaminérgica sdo essenciais para a realizacdo de processos
fisioldgicos e uma atividade desequilibrada dessas vias pode levar a disfuncdes

relacionadas a doencas neurodegenerativas (KLEIN et al., 2019).

Os sintomas da DP estdo relacionados principalmente a morte
progressiva de neurbnios dopaminérgicos da SNpc (GOPALAKRISHNA;
ALEXANDER, 2015; (MAGRINELLI et al., 2016) e a subsequente diminui¢do da
DA no estriado (BERGMAN; DEUSCHL, 2002), uma vez que o estriado €&
ricamente inervado por neurénios dopaminérgicos (SHANTANAM, 2018) que ao
projetarem-se da SNpc para o estriado dorsal dao origem a via dopaminérgica
nigroestriatal, responsavel pelo controle do movimento voluntario (LUO; HUANG,
2016). Além da via nigroestriatal, existem outras trés principais vias
dopaminérgicas: a via mesocortical, com neurdnios dopaminérgicos projetando-
se da area tegmental ventral (VTA) para o cortex pré-frontal, a via mesolimbica,
com neurdnios dopaminérgicos projetando-se de VTA para o nicleo accumbens,
e a via tuberoinfundibular, como neurénios dopaminérgicos projetando-se do
hipotalamo para a eminéncia mediana (SPEED, 2013; LUO; HUANG, 2016). As
vias mesocortical e mesolimbica estdo envolvidas com o processamento de
recompensa e motivacdao (HORVITZ, 2000; KELLEY; BERRIDGE, 2002),
enquanto que a via tuberoinfundibular estd relacionada com a secrecdo de
prolactina (GRATTAN, 2015).

A DA liberada pela via nigroestriatal tem um papel essencial na selecéo e
regulacéo do movimento do corpo por meio do controle diferencial das vias direta
e indireta a partir de sua atuagdo nos receptores D1 e D2 (CENCI, 2007;
TRITSCH; SABATINI, 2015; SHARPLES et al., 2020), que sé&o as duas principais
familias de receptores dopaminérgicos expressos em neurdnios espinhosos
médios (MSNSs), principal grupo de neurénios estriatais (GRAYBIEL, 2017). Os
receptores D1 sdo subdivididos em D1 e D5, enquanto que os receptores D2 séo
subdivididos em D2, D3 e D4. Esses receptores sdo intimamente ligados, mas

funcionalmente distintos (YANG et al., 2020). O receptor do tipo D1 predomina
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na via direta, onde medeia respostas neuronais facilitadoras, enquanto o
receptor do tipo D2 é predominante na via indireta, onde diminui a excitabilidade
neuronal (CENCI, 2007). Dessa forma, a DA liberada no estriado ao atuar nos
receptores D1, considerados excitatorios, promovera a estimulacéo da via direta
e ao atuar nos receptores D2, considerados inibitorios, provocara a inibicao da
via indireta (YANG et al., 2015; GRAYBIEL, 2017);

Na via direta, os MSNs, que sdo GABAérgicos e inibitérios, se projetam
para a substancia negra parte reticulada (SNpr) e para o globo palido interno
(GPi), promovendo a inibicao dessas areas que também sdo GABAEérgicas. Isso
leva a uma desinibicdo dos neurbnios glutamatérgicos do talamo, os quais
enviam projecdes excitatérias para o cértex, havendo a liberacdo do movimento.
Na via indireta, os MSNs inibem a atividade do globo palido externo (GPe), o que
leva a uma desinibicdo dos neurdnios glutamatérgicos do nucleo subtalamico
(NST) e a consequente excitacdo de GPi e SNpr resultando na inibigédo talamo-
cortical e portanto, na reducdo do movimento (OBESO et al., 2008;
RODRIGUEZ-OROZ et al., 2009; CALABRESI et al., 2014; BAMFORD et al.,
2018). Na DP, a deplecdo de DA no estriado provoca um desequilibrio entre as
vias direta e indireta, de modo que se observa uma reducao da atividade da via
direta e uma maior da atividade da via indireta que provoca um aumento da
inibicdo dos neurénios do tdlamo e por consequéncia um aumento da inibicdo de
neurdnios motores no cortex. Logo, o efeito resultante é uma diminuicdo geral
da funcdo motora (BERGMAN; DEUSCHL, 2002; RODRIGUEZ-OROZ et al.,
2009) (Figura 1).

Normal Parkinson
[ Cortex ] [ Cortex ]
Estriado Estriado
OB C @ ™™ @
"
Via Indireta Via Direta Via Indireta Via Direta

Smc
Talamo 4 Talamo
=3 3
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Figura 1: llustragdo simplificada do modelo fisiopatolégico cladssico dos nucleoss da
base em individuos saudaveis a esquerda e na DP a direita. As setas verdes
representam as projecdes glutamatérgicas excitatorias, enquanto que as setas
vermelhas as projecdes GABAEérgicas inibitorias. As setas douradas se referem a via
dopaminérgica. No esquema da DP as mudancas na atividade das vias de projecdes
sdo mostradas pelo espessamento (aumento da atividade) e pelo afinamento
(diminuicdo da atividade) das setas. Abreviaturas: globo palido interno — Gpi, globo
palido externo — Gpe, nucleo subtalamico — NST, substancia negra parte compacta —
SNpc. Figura adaptada de Cenci, 2007.

2.1.5. Sintomas da DP

A DP ¢é caracterizada como uma doenca neurodegenerativa
multissistémica (ARCHIBALD; MILLER; ROCHESTER, 2013) com a presenca
de sintomas motores e ndo motores (ARCHIBALD; MILLER; ROCHESTER,
2013; ZESIEWICZ, 2019), entretanto, no curso da doenca 0s sintomas mais
evidentes estéo relacionados ao movimento (OPARA et al., 2017). Os sintomas
motores cardinais incluem tremor, rigidez, bradicinesia e desequilibrio
(ZESIEWICZ, 2019; COAKELEY; MARTENS; ALMEIDA, 2014), cuja progressao
se da de maneira lenta, expandindo-se gradualmente ao longo dos anos
(ABRUZZO et al., 2017). O inicio das manifestacdes motoras esta relacionado
com a perda de DA no putamen posterior, area correspondente a regido motora
do estriado e acontecem quando as concentracdes de DA caem abaixo de 60 a
70% (RODRIGUEZ-OROZ et al., 2009).

Além da disfuncdo motora, tém havido um reconhecimento crescente da
importancia dos sintomas ndo motores no diagndstico e tratamento da DP
(ZESIWICZ, 2019), os quais sdo reconhecidos pelos importantes impactos
negativos na qualidade de vida de pacientes com a doenca (CHAUDHURI;
SCHAPIRA, 2009). Dentre os sintomas ndo-motores estdo incluidos os
neuropsiquiatricos (depressdo, ansiedade, psicose, transtorno de déficit de
atencdo), cognitivos (perda de memoria, deméncia, disfuncdo executiva),
autonémicos (constipacdo, nausea, incontinéncia urinaria, disfuncéo
gastrointestinal), distarbios do sono e alteracdes sensoriais como dor, fadiga e
deficiéncia olfativa (ZESIEWICZ, 2019). Esses sintomas estdo presentes nos
estagios iniciais da doenca e podem preceder o inicio dos sintomas motores em
até uma década (JANAKIRAMAN et al., 2016; ZESIEWICZ, 2019).
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E sabido que a DP esta associada & uma patologia disseminada que se
estende para além do sistema dopaminérgico nigroestriatal, (SETHI, 2008).
Nesse sentido, lesdes nas vias mesolimbica e mesocortical e o envolvimento de
sistemas ndo dopaminérgicos, como colinérgicos, noradrenérgicos e
serotoninérgicos resultam no aparecimento de sintomas ndo motores (SETHI,
2008) que por sua vez, ndo respondem a medicacdo dopaminérgica
(JANAKIRAMAN et al., 2016).

Além dos sintomas ndo motores, aqueles que envolvem equilibrio, postura
e marcha sdo em grande parte secundarios a degeneracdo de vias nédo
dopaminérgicas. Esses sintomas tem pouca ou nenhuma resposta a terapia
dopaminérgica utilizada no tratamento dos demais sintomas motores e merecem
uma atencdo especial, uma vez que sao caracteristicas comuns e

potencialmente incapacitantes em pacientes com DP avancada (SETHI, 2008).

2.2. EQUILIBRIO

2.2.1. Fisiologia do equilibrio

O corpo humano estd numa busca constante pelo equilibrio e para que
esse seja alcancado, ha uma rede complexa de vias que permite que o comando
central do equilibrio seja constantemente modificado e regulado pelo feedback
periférico (JANUARIO; AMARAL, 2010).

A func¢éo do equilibrio atua no controle do centro de massa do corpo sobre
sua base de suporte (HORAK; MANCINI, 2014; PARK; KANG; HORAK, 2015) e
requer uma integracdo complexa de informacdes sensoriais sobre a posi¢do do
corpo em relacdo ao ambiente (STURNIEKS; GEORGE; LORD, 2008).
Processos que medeiam o controle do equilibrio dependem de fontes de
estimulos sensoriais periféricos decorrentes dos sistemas visual, proprioceptivo
e vestibular (BRONSTEIN; PAVLOU, 2013). As informacdes advindas desses
sistemas séo interpretadas no SNC, para que em seguida uma resposta
apropriada seja formulada e as sinergias musculares posturais sejam ativadas,
promovendo a realizacdo de movimentos apropriados de cabeca, olhos, tronco

e membros, visando a manutencéo da postura (MANCINI; HORAK, 2010).
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Os receptores vestibulares detectam aceleracdes e desvios na orientacao
da cabeca. Essa informacéo contribui para o equilibrio por meio de movimentos
corretivos eliciados pelas vias vestibulo-ocular e vestibulo-espinhal. Somado a
ISS0, 0s trés canais semicirculares transduzem informacdes sobre a aceleracao
angular da cabeca em qualquer direcédo. As aceleragdes lineares em relacao a
gravidade sdo detectadas pelo saculo e utriculo. As pistas sensoriais visuais por
sua vez, detectam a orientacdo da cabeca em relacdo ao mundo visual e a
informacéo visual de todo o campo sobre a oscilacdo e o movimento do corpo é
um feedback eficaz para moderar o controle do equilibrio. Os proprioceptores
detectam principalmente a flexdo do pé em relacdo a superficie de apoio. As
informacdes sensoriais dos receptores nos musculos, tenddes e articulacdes
fornecem um feedback sobre o sentido da posicdo da articulacdo, sobre o
movimento e o tato. A entrada dos membros inferiores é indiscutivelmente o
contribuinte mais importante para o equilibrio em pé e durante a caminhada, os
mecanorreceptores articulares e musculares fornecem informacdes para ajudar
a coordenar cada etapa e alcancar o posicionamento ideal do pé (PETERKA,
2002; STURNIEKS; GEORGE; LORD, 2008).

O sinal neuronal gerado pelo labirinto vestibular € transportado através do
componente vestibular do oitavo par de nervo craniano para alvos no tronco
encefélico, os nucleos vestibulares, e cerebelo (VAISERMAN; LUSHCHAK,
2019; RANALLI, 2019). Os nucleos vestibulares sdo importantes centros de
integracdo, recebendo informacdes dos nucleos vestibulares do lado oposto,
bem como do cerebelo e dos sistemas sensoriais visual e somaético
(VAISERMAN; LUSHCHAK, 2019). Os neur6nios do nucleo vestibular possuem
projecdes ascendentes para os nucleos motores oculares que organizam o
reflexo vestibulo-ocular e projecdes descendentes, essenciais para 0s ajustes
posturais da cabeca, mediados pelo reflexo vestibulo-cervical, e do corpo,
mediados pelo reflexo vestibulo-espinhal (VAISERMAN; LUSHCHAK, 2019;
RANALLI, 2019). Além dessas projecdes, os nucleos vestibulares superior e
lateral enviam axdénios para o complexo nuclear posterior ventral do talamo, que
por sua vez se projeta para duas areas corticais relevantes para as sensacoes
vestibulares, uma dessas areas encontra-se imediatamente posterior ao cortex

somatossensorial primario, a outra esta na transicdo entre o cortex sensorial
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somatico e o cértex motor (area 3 de Brodmann), cujas células respondem a
estimulos proprioceptivos, visuais e vestibulares. Muitos desses neurdnios sao
ativados por estimulos visuais moveis e também pela rotacdo do corpo, mesmo
com os olhos fechados, sugerindo que essas regides corticais estdo envolvidas
na percepcao da orientacdo corporal no espaco extrapessoal (VAISERMAN;
LUSHCHAK, 2019). Por fim, uma outra estrutura que também recebe projecées
diretas do nucleo vestibular e de outros nucleos do tronco encefélico € o floculo
cerebelar. O mesmo recebe ainda informacdes da visao e dos movimentos dos
olhos, transmitindo sinais necessérios para modificacdes e ajustes em relagédo
as informac0es vestibulares (RANALLI, 2019).

Portanto, durante a postura ereta, pistas vestibulares, visuais e
proprioceptivas sdo combinadas, uma vez que cada sistema sensorial detecta o
balanco do corpo a partir de uma posicao de referéncia para os varios segmentos
corporais (PETERKA, 2002; STURNIEKS; GEORGE; LORD, 2008). O SNC
agrupa os sinais sensoriais individuais e, em funcéo desses sinais combinados,

gera uma resposta motora corretiva apropriada (RINALDUZZI et al., 2015).

Nesse sentido, o controle do equilibrio € um mecanismo complexo que
envolve a manutencdo de posturas, facilitacdo do movimento, recuperacao do
equilibrio (MANCINI; HORAK, 2010) e se faz necessario para a manutencéo do
corpo adequadamente orientado durante a execucédo de atividades voluntarias,
durante perturbagdes externas ou quando ocorre uma mudanca na superficie de
suporte ou no ambiente (RINALDUZZI et al., 2015).

2.2.2. Aspectos fisioldgicos do equilibrio na DP

A disfuncao do equilibrio ocorre mais tardiamente no curso da DP, cerca
de uma década apos o diagnostico inicial (ZESIEWICZ, 2019), disfuncéo essa
gue piora com a progressao da doenca (PARK; KANG; HORAK, 2015).

Os nucleos da base sédo conhecidos por estarem envolvidos no controle
do equilibrio, uma vez que o sistema dopaminérgico dos nucleos da base tem
sido implicado na integracdo de informacdes sensoriais, como vestibular e visual,
gue sdao relevantes para o equilibrio (SHOUSHTARIAN; LITHGOW, 2007). No
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caso da DP sugere-se que a integragcao das informacdes visuais e vestibulares
pode estar anormal (SMITH, 2018). Os nucleos da base estdo envolvidos na
percepcdo do movimento e sua direcdo, logo é razoavel que na DP os
comprometimentos cinestésicos possam prejudicar a capacidade dos pacientes
de realizar as respostas posturais adequadas as perturbacbes externas,
contribuindo portanto, para a instabilidade postural (RINALDUZZI et al., 2015).
Além disso, foi demonstrado que a neuropatologia associada a DP, como os
corpos de Lewy, esta presente no sistema vestibular central (SEIDEL et al., 2015;
SMITH, 2018).

Em pacientes com DP, os prejuizos com o controle postural se
apresentam em muitos aspectos, incluindo: rigidez que afeta a biomecanica;
bradicinesia das respostas posturais e ajustes posturais antecipatérios;
cinestesia prejudicada para integracdo sensorial; marcha bradicinética com
congelamento e menos automaticidade de marcha e equilibrio, e no que se
refere a orientacdo sensorial, esses pacientes tém uso prejudicado da
propriocepcao e apresentam dificuldade em perceber pequenas mudancas na
inclinacdo da superficie, ou seja, cinestesia prejudicada (PARK; KANG; HORAK,
2015).

Embora a bradicinesia e a rigidez sensiveis a DA afetem
progressivamente o equilibrio e a marcha no inicio da doenca, os problemas de
equilibrio sdo insensiveis a DA (PARK; KANG; HORAK, 2015), ndo respondendo
aos medicamentos dopaminérgicos usados no tratamento da DP (GRABLI et al.,
2013; ZESIEWICZ, 2019) indicando assim, uma atuacdo para
neurotransmissores adicionais que ndo os dopaminérgicos (MORRIS et al.,
2019) e de outras areas encefalicas nas alteracbes referentes ao equilibrio
(MAGRINELLI et al., 2016).

Evidéncias cientificas indicam que a desnervacao colinérgica subcortical,
provavelmente devido a degeneracdo dos neurbnios do NPP, pode estar
relacionada a presenca de marcha nao responsiva a DA e alteracbes do
equilibrio, incluindo quedas na DP. O NPP representa uma das areas mais

importantes de projecdes colinérgicas no enceéfalo, e foram observadas
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evidéncias importantes sobre as mudancas na neurotransmissao colinérgica

associada a uma disfuncado dopaminérgica na DP (BOHNEN; ALBIN, 2011).

Como um componente importante dos sistemas ativadores ascendentes,
0s neur6nios colinérgicos do NPP estdo envolvidos dentre outros fatores, com a
locomocgédo, postura e atencdo. A area possui uma conexao intima com o0s
ndcleos da base (MORI et al., 2016) e mais recentemente tem sido descritas
projecdes do NPP para o cerebelo (VITALE et al., 2016), cujo papel na regulacéo
dos movimentos motores € bem descrito (SAMSON; CLAASSEN, 2017) e inclui
marcha automatica, controle postural, coordenac¢do, planejamento motor e
integracdo de movimentos complexos (SAMSON; CLAASSEN, 2017; KELLY;
SHANLEY, 2016).

O NPP envia projec¢des para o cerebelo (MORRIS et al., 2019), estrutura
conhecida por seu papel crucial na coordenacdo motora e controle do equilibrio
(GRABLI et al., 2013). Conexdes entre NPP e cerebelo ndo sédo observadas em
pacientes com DP e congelamento da marcha, estando presente em individuos
saudaveis ou de forma reduzida em sujeitos que apresentam a DP, mas néo
apresentam congelamento da marcha (SCHWEDER et al., 2010). Além disso,
em pacientes com DP foi observada uma hiperativacdo no cerebelo, a qual foi
interpretada como sendo uma estratégia do SNC para compensar a funcéo
prejudicada dos nucleos da base e tronco encefalico, ou como causadora desse
prejuizo. Nesse sentido, desvendar o papel da disfuncdo cerebelar na marcha e
nos déficits de equilibrio na DP pode representar um grande desafio para o futuro
(GRABLI et al., 2013).

Importante destacar ainda, as extensas conexdes aferentes e eferentes
entre cerebelo e nucleos vestibulares. O nucleo vestibular medial (NVM) contém
uma gama completa de tipos de células e €, em volume total e nimero de células,
o maior dos nucleos vestibulares. Analises imuhistoquimicas mostraram que a
maioria das projecOes ascendentes para regides do cerebelo como vérmis
anterior, posterior e fléculo sdo colinérgicas provenientes do NVM. Além disso,
0S neurbnios vestibulares secundarios expressam varios transmissores
sinapticos, entre os mais proeminentes estdo a ACh, GABA, glicina, aspartato,

glutamato e taurina, e embora GABA e glutamato sejam expressos por neurénios
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vestibulares secundarios em toda a extensdo rostral-caudal do complexo
vestibular, a acetilcolina € mais seletivamente distribuido em neurbnios
vestibulares secundarios localizados no NVM e no nudcleo vestibular dorsal
(BARMACK, 2003).

2.2.3. Compensacéo vestibular nas alteracdes do equilibrio e a estratégia
terapéutica de reabilitagéo vestibular

Um aspecto relevante a ser investigado, diz respeito a atuacao do
mecanismo de compensacao vestibular nas alteracdes do equilibrio em
pacientes com a DP. A compensacao vestibular € um fendmeno neuroldgico
baseado na reorganizacdo do SNC (DEVEZE et al.,, 2014), dependente das
propriedades de plasticidade neural basicas do sistema de controle postural
(BRONSTEIN; PAVLOU, 2013). Trata-se de um mecanismo natural que ocorre
de maneira lenta apos um disturbio vestibular agudo ou crénico e gradual
(DEVEZE et al., 2014).

Nesse processo, o0 SNC se adapta gradualmente a perda da transmissao
normal da entrada sensorial vestibular do sistema vestibular periférico ou as
lesGes centrais (SMITH, 2020). Com o avancar da idade, comorbidades internas
e neurolégicas retardam o processo de compensacao central, a qual depende
da integridade funcional dos centros vestibulares e cerebelares centrais.
Pacientes mais velhos ou com distarbios do SNC adicionais podem ter um
problema na compensacédo vestibular que pode vir a se apresentar de forma
prolongada ou mesmo inadequada (CADA et al., 2019). Na ocorréncia de uma
perda do input vestibular periférico, esta pode se dar de maneira unilateral ou
bilateral; completa ou parcial; repentina ou gradual ao longo do tempo e pode

ainda, ser paroxistica ou permanente (SMITH, 2020).

Embora os mecanismos subjacentes a compensacao venham sendo
investigados nos ultimos anos, muitas questdes permanecem em aberto
(CULLEN et al., 2009). Sabe-se que imediatamente apdés uma perda subita
bilateral ou unilateral da funcdo vestibular, ha uma desorganizagcdo forte e

duradoura do sistema vestibular. Tal perturbacéo induz déficit vestibular estatico
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e dindmico causando sindromes posturais, perceptivas e oculomotoras
(LACOUR, 2006; HORAK, 2010). Esses sintomas declinam progressivamente
por meio do mecanismo de compensacao vestibular (HORAK, 2010; TIGHILET
et al., 2019), cada um com sua propria cinética, geralmente levando a um rapido
e completo desaparecimento dos déficits estaticos e uma regressdo muitas

vezes mais lenta e incompleta dos déficits dinamicos (TIGHILET et al., 2019).

A extensdo da compensacao vestibular, tanto espontanea quanto em
resposta a RV, varia amplamente entre os individuos (HORAK,2010). A RV por
sua vez, é um processo terapéutico que busca acelerar os mecanismos de
compensacao central por meio da plasticidade neuronal com a execucdo de
exercicios repetitivos (ZEIGELBOIM et al., 2009). Trata-se de um programa de
exercicios composto por movimentos dos olhos, da cabeca e do corpo para
estimular o sistema vestibular, promovendo, restaurando e acelerando a
compensacao central. Sua eficacia tem sido demonstrada tanto em pacientes
vestibulares centrais quanto periféricos (BROWN et al.,, 2006; HILLIER;
MCDONNELL, 2016; ZEIGELBOIM et al., 2009).

A RV atua de forma fisioldégica no sistema vestibular, sendo uma
estratégia terapéutica que envolve estimulos visuais, proprioceptivos e
vestibulares com o intuito de manter o equilibrio corporal de pacientes com
sintomas vertiginosos. E um método importante na abordagem terapéutica de
pacientes com instabilidade postural, que abriu novos horizontes na clinica
otoneurolégica nas ultimas décadas (ZEIGELBOIM et al., 2009). Seu objetivo,
portanto, € melhorar a funcao do equilibrio, reduzir o risco de queda e melhorar
a qualidade de vida do paciente. Dito de uma perspectiva da ciéncia basica, o
terapeuta tenta alcangar a melhor compensacao vestibular funcional possivel
(VERGHESE, 2011).

Dos Santos, 2018 observou uma redu¢édo do numero de neurdnios ChAT+
no NPP para o grupo de animais que foram induzidos ao parkinsonismo por meio
de 4 injecbes de reserpina (RES). Entretanto, e diferentemente do que era
esperado, essa reducdo nado foi observada para o grupo de animais que
receberam 10 inje¢cbes de RES, havendo inclusive uma recuperagdo nesse

namero de células. Esse resultado nos permitiu inferir e investigar sobre uma
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possivel atuacdo do mecanismo de compensacao vestibular central no NPP,
area envolvida com as alteracdes do equilibrio na DP, uma vez que os animais
eram diariamente submetidos a tarefas de avaliacdo do equilibrio estatico e

dinamico.

2.2.3. Impactos das alteracdes do equilibrio

Os disturbios do equilibrio caracterizam a progressao da DP e séo fatores
determinantes para a reducdo da qualidade de vida (MANCINI; HORAK, 2010),
aumento dos custos com assisténcia meédica e sobrecarga do cuidador
(SCHRAG et al., 2006). Trata-se de alteracdes que podem ter consequéncias
graves para a funcao fisica, como as lesdes relacionadas a quedas, bem como
para a funcdo social, exemplificadas pelo medo de cair que leva a restricao de
atividades e isolamento social. Quedas e imobilidade para evitar quedas estéo
associadas a morbidade significativa, trauma, sedentarismo e depressdo
(MANCINI; HORAK, 2010). No contexto da DP as taxas de quedas sdo muito
altas, de modo que de 35% a 90% dos pacientes sofreram um episédio de queda

pelo menos uma vez, com uma taxa média de 60,5% (FASANO et al., 2017).

Além das fraturas, as quedas podem ter como consequéncias a perda da
independéncia, o aumento do numero de pacientes institucionalizados
(ZESIEWICZ, 2019), hospitalizacGes e até mesmo a morte (GERARDS et al.,
2017). Nesse ponto, uma melhor compreensdo dos disturbios do equilibrio
propicia uma contribuicao significativa na melhoria do manejo desses disturbios
e evitaria a ocorréncia de quedas, cujo risco aumenta gradualmente com a
progressao da doenca caso ndo haja uma intervencéo adequada (PARK; KANG;
HORAK, 2015).

Por essas razbes, o impacto dos distarbios do equilibrio é bastante
significativo, tanto para os individuos diretamente afetados, quanto para a
sociedade em geral (MANCINI; HORAK, 2010), além de representar uma
preocupacao crescente para a saude publica (STURNIEKS; GEORGE; LORD,
2008).
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2.3. MODELOS ANIMAIS

O uso de modelos experimentais com animais constitui um elemento
essencial para a pesquisa e investigacao cientifica por refletirem caracteristicas
patoldgicas, bioquimicas e clinicas de diferentes doencas. No caso da DP, os
modelos animais tém contribuido significativamente para elucidar a patogénese,
mecanismos de morte celular envolvidos e para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas (TIEU, 2011). Tais modelos podem ser gerados por
meio de abordagens baseadas em neurotoxina ou genética (CHIA; TAN; CHAO,
2020). Em modelos induzidos por neurotoxinas, produtos quimicos como 6-
hidroxidopamina — 6-OHDA, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina — MPTP,
rotenona, haloperidol e RES séo usados com o objetivo de mimetizar a doenca
(DUTY; JENNER, 2011; CHIA; TAN; CHAO, 2020).

O modelo animal escolhido no presente estudo foi o da RES. A RES atua
no SNC causando um bloqueio farmacolégico irreversivel na proteina
transportadora das monoaminas vesiculares (VMAT), provocando a deplecéo
dessas monoaminas (dopamina, serotonina e norepinefrina) nos terminais
nervosos. Ao provocar o bloqueio de VMAT, a RES acaba por aumentar os niveis
intracelulares das monoaminas e de seu metabolismo por meio da monoamina
oxidase (MAO), o que pode resultar numa superproducdo de metabdlitos
neurotdxicos e estresse oxidativo (DE FREITAS et al., 2016) reproduzindo assim
aspectos da fisiopatologia da DP (PIFL et al., 2014; MILLER; CALLAGHAN,
2014) e induzindo o aparecimento de sintomas motores (DAWSON et al., 2000;
FERNANDES et al., 2012; SANTOS et al., 2013) e ndo motores (SANTOS et al.,
2013; LEAL et al., 2019; PEREIRA et al., 2020) similares aos observados em

individuos com a DP.

Assim, no presente estudo e em estudos anteriores do nosso grupo de
pesquisa, 0 modelo animal utilizado se baseia na administracdo repetida de
baixas doses de RES, o que nos permite mimetizar a natureza progressiva da
DP (FERNANDES et al., 2012; SANTOS et al., 2013). Trabalhos anteriores do
Nosso grupo de pesquisa, mostraram, por meio dos testes de campo aberto,
catalepsia, movimentos orais (FERNANDES et al., 2012; SANTOS et al., 2013;
CAMPELO et al., 2017; BISPO et al., 2019) e de traves de equilibrio estatico e
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dindmico (DOS SANTOS et al.,, 2021), o desenvolvimento progressivo de

sintomas motores em animais.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a participacdo do mecanismo de compensacéao vestibular nas
alteracdes do equilibrio em um modelo progressivo de parkinsonismo induzido

por reserpina.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Analisar os efeitos da administracao repetida de uma concentracao baixa
de reserpina nos aspectos relacionados ao equilibrio de ratos;

e Verificar a participacdo do NPP nas alteracdes do equilibrio em um
modelo animal de parkinsonismo induzido por reserpina;

e Avaliar a Colina Acetiltransferase Imunorreativa (ChAT-IR) no NPP;

¢ Investigar o efeito de exercicios repetidos de equilibrio no mecanismo de
compensacao vestibular nas alteracdes do equilibrio em um modelo

animal de parkinsonismo induzido por reserpina;
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4. MATERIAIS E METODO

4.1. ANIMAIS

Foram utilizados 70 ratos da linhagem Wistar machos, pesando entre 300
a 500 gramas, com idade aproximada de 6 meses, provenientes do biotério
setorial do Departamento de Fisiologia da Universidade Federal do Sergipe
(UFS). Os animais foram mantidos no Laboratério de Neurofisiologia da UFS,
alojados em gaiolas plasticas (33 x 40 x 17 cm) com no maximo quatro animais
por gaiola e estiveram sob ventilagdo e temperatura controladas (22+ 2°C), com

ciclo claro/escuro de 12h/12h e livre acesso a 4gua e comida.

Todos os animais foram tratados de acordo com 0s principios éticos
estabelecidos pela lei brasileira n® 11.794, de 8 de outubro de 2008 para o0 uso
de animais em pesquisas (Lei Arouca). Todos os procedimentos experimentais
foram analisados e previamente aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal da UFS (CEPA/UFS) sob o protocolo de nimero 74/2018 (Anexo ).
Todos os esfor¢cos foram realizados para minimizar o nUmero de animais usados

e o sofrimento dos mesmos.

4.2. DROGAS

Foram utilizadas as seguintes drogas: acido acético glacial (Vetec, Rio de
Janeiro, BR), 99,7%; Reserpina (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO); Cloridrato
de cetamina (Ketamina®, Agener Unido) e Cloridrato de xilazina (Calmiun®,

Agener Unido).

As diluicbes das drogas foram realizadas da seguinte maneira: a RES foi
dissolvida em &cido acético glacial e, posteriormente, diluida em agua destilada.
A solucao controle consistiu no mesmo volume de &cido acético e 4gua destilada
como na solucido de RES, sendo aproximadamente 50uL de acido acético em

50 mL da solucéo.
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4.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Com a finalidade de executar os objetivos propostos, o presente estudo
foi dividido em Delineamento Experimental 1 e Delineamento Experimental
2.

4.3.1. Delineamento Experimental 1 - Atuacdo do mecanismo de

compensacao vestibular na DP

Os animais foram submetidos a um periodo de 5 minutos de manipulacao,
diariamente, durante cinco dias anteriores aos experimentos. Apds a
manipulacdo, os animais foram inicialmente divididos de forma aleatéria em 2
grupos (Controle = CTR e reserpina = RES), com 14 animais por grupo. Os
animais do grupo CTR foram tratados com uma solu¢éo veiculo, enquanto que
0s animais do grupo RES foram tratados com uma solucéo de RES 0,1 mg/kg.
Os animais de ambos 0s grupos receberam 4 ou 10 injecdes por via subcutanea
(s.c.) de veiculo ou RES (0,1 mg/kg), uma vez que 48h apds a 42 injecao, metade
dos animais de cada grupo (n = 7) foram aleatoriamente selecionados e
perfundidos, enquanto que o restante dos animais (n = 7 por grupo) foram
perfundidos 48h apds a 102 injecdo. As injecdes de veiculo ou RES (0,1 mg/kg)

foram administradas, uma a cada 48 horas.

Ao longo do experimento os animais foram submetidos a avaliagbes
comportamentais: 1) catalepsia; 2) teste de campo aberto; 3) teste de equilibrio
na trave (equilibrio dinamico). O teste de catalepsia foi realizado a cada 48h
durante todo o experimento, o teste de campo aberto ocorreu 48h apés a 2°
(treino), 42 (teste) e 10° (teste) injecdes e o teste de equilibrio foi realizado no dia
0 e 48h apds a 42 e 102 injecao (Figura 2). ApOs a realizacdo do ultimo teste
comportamental, os animais foram anestesiados e mortos por perfuséo
transcardiaca para fixagéo e coleta dos encéfalos e posterior processamento dos

tecidos para realizacéo da técnica de imunohistoquimica.
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Figura 2: llustragédo do delineamento experimental 1.

4.3.2. Delineamento Experimental 2 — Ativacdo dos nucleos vestibulares,
cerebelo, nucleo pedunculopontino e ndcleos da base apds testes de

equilibrio.

Os animais foram submetidos a um periodo de 5 minutos de manipulacéo,
diariamente, durante cinco dias anteriores aos experimentos. Apds a
manipulacdo, os animais foram inicialmente divididos de forma aleatéria em 3
grupos (Controle = CTR, Controle total = CTRt e reserpina = RES), com 14
animais por grupo. Os animais dos grupos CTR e CTRt foram tratados com
solucdo veiculo, entretanto os animais do grupo CTRt ndo foram submetidos aos
testes de equilibrio, enquanto que os animais do grupo RES foram tratados com
solucédo de RES 0,1 mg/kg. Os animais de todos os grupos receberam 4 ou 10
injecdes por via subcutanea (s.c.) de veiculo ou RES (0,1 mg/kg), uma vez que
48h apods a 42 injecdo, metade dos animais de cada grupo (n = 7) foram
aleatoriamente selecionados e perfundidos, enquanto que o restante dos
animais (n = 7 por grupo) foram perfundidos 48h apds a 102 injecdo. As injecbes

de veiculo ou RES (0,1 mg/kg) foram administradas, uma a cada 48 horas.

Ao longo do experimento os animais foram submetidos a avaliagdes
comportamentais: 1) catalepsia; 2) teste de equilibrio na trave (equilibrio
estético); 3) teste de equilibrio na trave (equilibrio dinAmico). Todos os testes

foram realizados nos dias 0 e 48h apos a 42 e 102 injecéo (Figura 3). Sessenta
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minutos apods a realizag&o do ultimo teste de equilibrio na trave, os animais foram

anestesiados e mortos por perfusdo transcardiaca para fixacdo e coleta dos

encéfalos.
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Figura 3: llustragdo do delineamento experimental 2.

4.5. TESTES COMPORTAMENTAIS

4.5.1. Teste de Catalepsia

A catalepsia é definida como um estado comportamental caracterizado
por inibicdo motora e rigidez muscular que pode ser induzido experimentalmente
por uma deplecdo de dopamina, o que ocorre apds o tratamento com RES
(GERLACH; RIEDERER, 1996). Para avaliacdo do comportamento de
catalepsia, o animal foi colocado com ambas as patas dianteiras sobre uma barra
horizontal de vidro elevada a 9,0 cm da superficie de apoio das patas traseiras
(Figura 4). O tempo que o animal permaneceu nessa posi¢ao foi considerado
como medida da catalepsia e foi mensurada a laténcia para o animal realizar um
movimento, ou seja, sair da posi¢éo inicial. Os animais foram submetidos trés
vezes consecutivas ao aparato até um limite de 180 segundos e para cada dia
foi realizada a média do tempo durante as trés tentativas (FERNANDES et al.,
2012; SANTOS, 2013).
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Figura 4: llustracéo do teste de catalepsia (Fonte: producao propria).

4.5.2. Teste de Campo Aberto

O campo aberto € utilizado com a finalidade de avaliar o comportamento
locomotor e exploratério dos animais e consiste em um aparato circular de
acrilico, cujo interior é pintado de preto (para aumentar o contraste e favorecer o
reconhecimento do animal pelo programa). Possui 80 cm de diametro e 40 cm
de altura (Figura 5). Nesse teste, os animais foram colocados no centro do
aparato por 5 minutos para livre exploracdo. Uma camera, conectada a um
computador, foi colocada sobre o campo aberto a uma altura de 230 cm, e os
parametros comportamentais foram registrados por um programa de
rastreamento de animais (Anymaze, Stoelting, USA). Os seguintes parametros
foram avaliados: 1- distancia total percorrida; 2- velocidade média e 3-nimero
de eventos de rearing. Cada animal foi avaliado individualmente e o aparato
limpo com uma solucéo de etanol a 10% entre os testes (SANTOS et al, 2013;
BISPO et al., 2019).
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Figura 5: llustragéo do teste de campo aberto (Fonte: producéo propria).

4.5.3. Teste de Equilibrio na Trave (equilibrio estatico)

O teste de equilibrio na trave consiste em uma placa de madeira (31.5 cm
x 1 cm), elevada a 80 cm do chéo por suportes também de madeira (Figura 6).
Cada animal foi colocado perpendicular e individualmente sobre a trave de
equilibrio por um tempo maximo de 60 segundos (tempo de permanéncia sobre
a trave). Durante esse tempo o desempenho dos animais também foi avaliado
de forma qualitativa por meio de um score com as seguintes classificacdes: 0 —
cai, ndo tenta equilibrar-se ou pendurar-se na trave; 1 — se pendura na trave e
cai; 2 — se pendura na trave sem cair, gira mais de trés vezes ao redor da trave;
3 — movimentos instaveis, 2 a 3 deslizes; 4 — postura firme na trave). Os animais
foram colocados sobre a trave por trés vezes consecutivas e para cada dia de
avaliacdo foi realizada a média das trés tentativas. Com a finalidade de
amortecer uma possivel queda do animal, uma superficie macia foi colocada
abaixo do equipamento (FUJIMOTO et al., 2004).
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Figura 6: llustracdo do teste de equilibrio na trave (equilibrio estético) (Fonte: producao
propria).

4.5.4. Teste de Equilibrio na Trave (equilibrio dinamico)

O aparato do teste consiste em uma haste de madeira de 105 cm de
comprimento, 4 cm de largura e 3 cm de altura (Figura 7). A haste é suspensa
80 cm do chéo por suportes de madeira em cada extremidade. Para diminuir o
impacto de uma possivel queda foi colocada uma superficie acolchoada abaixo
do aparato. Os animais foram treinados por trés dias seguidos para atravessar a
trave. Na extremidade final da trave foi colocada uma caixa com 0s animais que
pertenciam a essa caixa para que quando colocados individualmente na
extremidade oposta, atravessassem a trave retornando para a caixa onde
ficaram os outros animais, funcionando dessa forma como um estimulo. No dia
do teste, foi feito o registro do tempo que o animal levou para a travessia,
calculando a média de trés tentativas. O tempo maximo estabelecido para
travessia na trave foi de 120s e para cada queda do animal do aparato, foi

registrado o tempo maximo. Com o objetivo de amortecer uma possivel queda
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do animal, uma superficie macia foi colocada abaixo do equipamento (ALLBUTT;
HENDERSON, 2007).

Figura 7: llustragdo do teste de equilibrio na trave (equilibrio dindmico) (Fonte: producéo
propria).

4.6. PERFUSAO

Ao final dos testes comportamentais realizados nos 8° e 20° dias, os
animais foram anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetamina (100
mg/Kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/Kg) intraperitonealmente. Com o animal
completamente anestesiado e imobilizado foi realizado um acesso a cavidade
toracica seccionando-se a pele e partes moles. ApO6s expor a cavidade
abdominal foi feita uma incisédo no diafragma para exposi¢cdo do coragcao. Os
animais foram perfundidos intracardiamente com tampao fosfato salina (PBS; pH
7,2-7,4) para a lavagem dos vasos, por 10 minutos, e, posteriormente, com
paraformaldeido 4% (PFA) em tampéo fosfato (PB; pH 7,4; 100mM), por 20
minutos, para fixacdo do tecido. ApGs a perfuséo, os encéfalos foram removidos
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e mergulhados em PFA a 4% e sacarose a 30%, a 4°C, por 24 horas. Em

seguida, os encéfalos foram crioprotegidos em sacarose a 30% a 4°C.

Apo6s a perfusdo dos animais, as carcacas foram depositadas em sacos
plasticos apropriados e armazenadas no freezer de coleta de material biologico
situado no biotério do Departamento de Fisiologia da UFS, para posterior
recolhimento durante a coleta de lixo especializada. Os residuos perfuro-
cortantes foram armazenados em caixas adequadas e levados até o hospital

universitario para descarte junto ao material do hospital.

Os encéfalos foram levados a um criostato a -20 °C para obtencao de
seccoes frontais de 50 um, as quais foram distribuidas sequencialmente em 4
compartimentos, em um meio liquido contendo solucéo anticongelante. Cada um
desses compartimentos correspondeu a 1 de 4 seccles, de maneira que a
distancia entre uma secgéao e a seguinte era de aproximadamente 300 um. Estes
cortes foram armazenados em uma solucdo anticongelante a base de
etilenoglicol e PB e posteriormente conservados a 4°C até as reacdes de

imunohistoquimica.

4.7. IMUNOHISTOQUIMICA

Durante a realizacdo dos procedimentos da imunohistoquimica,
processada em temperatura controlada (22° C), as seccdes encefalicas foram
lavadas cinco vezes por cinco minutos sob agitacdo automatica em solucao de
PB ap0s cada etapa de exposicdo aos reagentes. As seccdes de cada animal
foram pré-tratadas com peroéxido de hidrogénio a 0,3% em PB por 20 minutos
para inativacédo da peroxidase endogena. Os cortes foram colocados em contato
com anticorpos especificos para cada marcagao. Para ChAT foi utilizado o
anticorpo primario monoclonal anti-ChAT produzido em cabra, (1:1000; AB144P
Chemicon, USA). Cada anticorpo foi 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, as sec¢des do marcador foram colocadas
em contato com seu anticorpo secundario biotinilado para ChAT (anti-cabra

produzido em coelho, Sigma Chemical Company, concentragdao de 1:1000);
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diluidos em Triton-X 100 a 0,4%, por 120 minutos. ApOs esta etapa, 0s cortes
foram incubados numa solucdo contendo complexo avidina biotina (ABC Elite Kit,
Vector Labs, USA) por 120 minutos. Para visualizar a reacao, os cortes foram
colocados em contato com o cromdgeno, diaminobenzidina-DAB (Sigma, St
Louis, MO, USA) a 2,5% diluida em PB (0,1M / pH 7,4) e 0,01% de H202.

As seccoes foram montadas em laminas previamente gelatinizadas, e em
seguida foram desidratadas através da exposi¢cao a concentracdes crescentes
de élcool, clareadas com xilol e as laminulas fixadas com Entellan (Merck). As
secc¢Oes foram examinadas por iluminacdo de campo claro (Nikon Eclipse Ci-S,)
e as imagens foram capturadas utilizando-se uma camera digital (Nikon, Ds-filc)
acoplada ao microscopio e as localizacbes das areas foram determinadas

usando o atlas Paxinos e Watson (2018).

4.8. AQUISICAO DE IMAGENS E CONTAGEM DE CELULAS

As laminas foram fotografadas em um microscopio optico (Nikon Eclipse
Ci-S, Nikon Corporation inc., Japan), com camera fotogréfica digital acoplada
(Ds-filc, Nikon Corporation inc., Japan) e programa de computador especifico
para essa finalidade (Ds-U3, Labconco Corporation inc., USA). Para cada animal
analisado, foram feitas imagens dos cortes, em aumento de 40x, nas quais foi
possivel ver em detalhes a presenca ou auséncia de células imunorreativas nos
tecidos. A contagem de célula foi realizada em 4 sec¢bes de cada animal e o
namero de células para cada um deles corresponde a média entre as 4 seccles
analisadas. A area analisada foi o NPP. Todas as células imunorreativas ChAT
da area de interesse foram contadas usando o software Image J (versao 1.46i,
NIH) e a delimitagdo da area foi realizada com base no atlas de Paxinos e
Watson (2007). Todas as contagens foram realizadas de forma “cega”, em que
0 experimentador n&o soube a que grupo pertencia cada imagem a ser contada.
Os valores para cada animal foram normalizados pela média dos valores obtidos

nos animais pertencentes ao grupo controle de cada etapa.
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4.9. ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-
Wilk e apresentaram distribuicdo normal, assim, foram aplicados testes
paramétricos apropriados. Para analise das diferencas nos testes
comportamentais de catalepsia, equilibrio na trave (tempo), score da avaliacao
qualitativa do equilibrio e o teste da trave estreita foi utilizada a ANOVA de duas
vias com medidas repetidas, seguida do pds-teste de Fisher’s. Para os dados do
teste no campo aberto e contagem de célula ChAT+ foi utilizado teste t simples
para a comparacao das médias. Os dados apresentados foram expressos em
média + erro padrdo da média (+ E.P.M.), com nivel de significancia de p < 0,05
para diferencas estatisticamente significativas. As analises foram realizadas com

a utilizacado do software Graphpad Prism 6.0.
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5. RESULTADOS

5.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 1: ATUACAO DO MECANISMO DE
COMPENSAC}AO VESTIBULAR NA DP
5.1.1. Teste de Catalepsia

A ANOVA de duas vias com medidas repetidas, realizada até a 42 injecao,
mostrou efeito do tempo [F (4, 112) = 19,27, p < 0,0001], mas ndo houve efeito
de tratamento [F (1, 28) = 1,134, p = 0,2961], nem interacdo tempo X tratamento
[F (4, 112) = 0,6904, p = 0,6001]. Para a analise realizada da 5% a 102 injecao, a
ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou efeito do tempo [F (5, 65)
= 7,477, p < 0,0001], do tratamento [F (1, 13) = 17,01, p = 0,0012] e interacdo
tempo x tratamento [F (5, 65) = 5,050, p = 0,0006]. O pos-teste de Fisher's
revelou um aumento significativo, a partir do dia 12 até o final do tratamento (dia
20), no tempo de permanéncia na barra do grupo RES, quando comparado ao
grupo CTR [p*? = 0,0352; p'4 = 0,0017; p*® < 0,0001; p*® < 0,0001; p?° <0,0001]
(Figura 8).
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Figura 8: Efeito da administracéo repetida de 0,1 mg/kg de reserpina (RES) ou veiculo
(CTR) no comportamento de catalepsia em ratos. A administragéo repetida de RES (0,1
mg/kg) foi capaz de induzir um aumento progressivo do tempo de catalepsia dos animais
tratados com RES, 48h apds a 62 injecao. Os dados foram expressos como média e
E.P.M. *p < 0,05 (ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguido pelo pos-teste
de Fisher’s).
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5.1.2. Teste de Campo Aberto

Para a atividade geral no campo aberto, realizada 48h apos a 22 injecéo
(basal), o teste t mostrou que ndo houve efeito do tratamento na distancia total
percorrida [t(28) = 1,317, p = 0,1986], velocidade média [t(28) = 1,363, p =
0,1839] e numero de eventos de rearing [t(28) = 1,152, p = 0,2590] para o0 grupo
RES quando comparado com seu CTR (Figura 9). Para a atividade geral no
campo aberto, realizada 48h apds a 42 injecao, o teste t mostrou que ndo houve
efeito do tratamento na distancia total percorrida [t(13) = 1,622, p = 0,1289],
velocidade média [t(13) = 1,908, p = 0,0788] e numero de eventos de rearing
[t(13) = 2,131, p = 0,0527] para o grupo RES quando comparado com seu CTR
(Figura 10). Para a atividade geral no campo aberto, realizada 48h apos a 102
injecdo, o teste t revelou uma diminuicdo da distancia total percorrida [t(13) =
2,209, p = 0,0457], velocidade média [t(13) = 2,269, p = 0,0409] e numero de
eventos de rearing [t(13) = 3,775, p = 0,0023] para o grupo RES, quando
comparado com seu CTR (Figura 11).
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Figura 9: Efeito da administracao repetida de reserpina (RES) (0,1 mg/kg) ou veiculo
(CTR) sobre a atividade motora (A — Distancia total percorrida; B — Velocidade média;
C — Numero de eventos de rearing). Nao houve efeito da administracdo repetida de RES
(0,2 mg/kg) sobre a distancia total percorrida, a velocidade média e o nimero de eventos
de rearing. Os valores s&o expressos como média e E.P.M. *p < 0,05 quando comparado
aos seus respectivos controles (teste-t simples para amostras ndo pareadas).
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Figura 10: Efeito da administracao repetida de reserpina (RES) (0,1 mg/kg) ou veiculo
(CTR) sobre a atividade motora (A — Distancia total percorrida; B — Velocidade média;
C — Numero de eventos de rearing). Nao houve efeito da administracdo repetida de RES
(0,1 mg/kg) sobre a distancia total percorrida, a velocidade média e o nUmero de eventos
de rearing quando comparado aos seus respectivos controles. Os valores sdo expressos
como média e E.P.M. *p < 0,05 (teste-t simples para amostras ndo pareadas).
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Figura 11: Efeito da administracéo repetida de RES (0,1 mg/kg) ou veiculo sobre a
atividade motora (A — Distancia total percorrida; B — Velocidade média; C — Numero de
eventos de rearing). A administracao repetida de RES (0,1 mg/kg) foi capaz de induzir
uma diminuicdo da distancia total percorrida, da velocidade média e do niumero de
eventos de rearing, nos animais tratados com RES 48h apos a 102 injecdo quando
comparado aos seus respectivos controles. Os valores sdo expressos como média e
E.P.M. *p < 0,05 (teste-t simples para amostras ndo pareadas).

5.1.3. Teste de Equilibrio na trave (equilibrio dinamico)

Para o tempo de travessia na trave de equilibrio, a ANOVA de duas vias
com medidas repetidas, realizada com os animais que receberam 4 injecoes,
revelou efeito do tempo [F (1, 13) = 32,64, p < 0,0001], do tratamento [F (1, 13)
=40,19, p <0,0001] e interacdo tempo x tratamento [F (1, 13) = 19,01, p < 0001]
(Figura 12). O pos-teste de Fisher's mostrou um tempo de travessia

significativamente maior no dia 8 do grupo RES, quando comparado ao CTR [p?®
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< 0,0001]. Para a analise realizada com os animais que receberam 102 injecoes,
a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeito do tempo (dias de
tratamento) [F (1, 13) = 28,32, p = 0,0001], do tratamento [F (1, 13) = 15,78, p =
0,0016] e interacao tempo x tratamento [F (1, 13) = 28,07, p = 0001]. O pés-teste
de Fisher’'s mostrou um tempo de travessia significativamente maior no dia 20
do grupo RES, quando comparado ao CTR [p?°< 0,0001] (Figura 13)
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Figura 12: Efeito da administracao repetida de 0,1 mg/kg de reserpina (RES) ou veiculo
(CTR) no tempo de travessia na trave de equilibrio (equilibrio dinAmico) em ratos. A
administracao repetida de RES (0,1 mg/kg) foi capaz de induzir um aumento do tempo
necessario para atravessar a trave nos animais tratados com RES no dia 8. Os dados
foram expressos como média e E.P.M. *p < 0,05 (ANOVA de duas vias com medidas
repetidas seguido pelo pos-teste de Fisher’s).
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Figura 13: Efeito da administracdo repetida de 0,1 mg/kg de reserpina (RES) ou veiculo
(CTR) no tempo de travessia na trave de equilibrio (equilibrio dindmico) em ratos. A
administracédo repetida de RES (0,1 mg/kg) foi capaz de induzir um aumento do tempo
necessario para atravessar a trave nos animais tratados com RES, no dia 20. Os dados
foram expressos como média e E.P.M. *p < 0,05 (ANOVA de duas vias com medidas
repetidas seguido pelo pos-teste de Fisher’s).

5.1.4. Imunorreatividade para ChAT*

Para o numero de neurénios ChAT+ no NPP, o teste-t simples revelou
uma diminuicdo do namero de células tanto nos animais do grupo RES que
receberam 4 injecdes quando comparados com os animais do grupo CTR [t (8)
= 6,367, p = 0,0002], quanto nos animais do grupo RES que receberam 10
injecdes, quando comparados com o grupo CTR [t (8) = 3,406, p = 0,0093]
(Figura 14).
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Figura 14: Administracao cronica e repetida de reserpina (0,1 mg/kg) ou veiculo (CTR)
sobre 0 numero de células ChAT+ no NPP em animais que receberam 4 injecdes (A) e
10 inje¢Bes (B). Houve uma diminuicdo do numero de células ChAT+ tanto no grupo
RES que recebeu 4 injecbes quanto no grupo RES que recebeu 10 injecbes, quando
comparados com seus respectivos grupos CTR. Os valores sdo expressos como média
e E.P.M. *p < 0,05 (teste-t simples para amostras ndo pareadas).
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Figura 15: Imagens representativas do namero de neurbnios ChAT+ no NPP dos
animais tratados com 4 e 10 inje¢Oes de RES e seus respectivos CTR. Barra de escala:
200 pm.

5.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 2: ATIVAGAO DOS NUCLEOS
VESTIBULARES, CEREBELO, NUCLEO PEDUNCULOPONTINO E NUCLEOS DA
BASE APOS TESTES DE EQUILIBRIO NA TRAVE

5.2.1. Teste de Catalepsia

A ANOVA de duas vias com medidas repetidas realizada com os animais
que receberam 4 injecdes, mostrou efeito do tempo [F (1, 30) = 6,143, p =
0,0190], mas néo houve efeito de tratamento [F (1, 30) = 0,007616, p = 0,9310],
nem interagdo tempo x tratamento [F (1, 30) = 0,06198, p = 0,8051] (Figura 16).
Para a andlise realizada com os animais que receberam 10 inje¢fes, a ANOVA
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de duas vias com medidas repetidas mostrou efeito do tempo [F (1, 13) = 92,57,
p < 0,0001], do tratamento [F (1, 13) = 64,65, p < 0,0001] e interacdo tempo X
tratamento [F (1, 13) = 66,17, p < 0,0001]. O poés-teste de Fisher’s revelou um
aumento significativo no dia 20 no tempo de permanéncia na barra do grupo
RES, quando comparado ao grupo CTR [p?° < 0,0001] (Figura 17).
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Figura 16: Efeito da administracéo repetida de 0,1 mg/kg de reserpina (RES) ou veiculo
(CTR) no comportamento de catalepsia em ratos. A administracéo repetida de RES (0,1
mg/kg) ndo induziu aumento do tempo de catalepsia dos animais tratados com RES no
dia 8. Os dados foram expressos como média e E.P.M. *p < 0,05 (ANOVA de duas vias
com medidas repetidas seguido pelo pos-teste de Fisher’s).
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Figura 17: Efeito da administragéo repetida de 0,1 mg/kg de reserpina (RES) ou veiculo
(CTR) no comportamento de catalepsia em ratos. A administragao repetida de RES (0,1
mg/kg) foi capaz de induzir aumento progressivo do tempo de catalepsia dos animais
tratados com RES no dia 20. Os dados foram expressos como média e E.P.M. *p < 0,05
(ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguido pelo pés-teste de Fisher’s).

5.2.2. Teste de Equilibrio na Trave (Equilibrio estéatico - tempo)

A ANOVA de duas vias com medidas repetidas, realizada com os animais
qgue receberam 4 injecdes, nao revelou efeito de tempo [F (1, 29) = 0,4405, p =
0,5121], de tratamento [F (1, 29) = 1,418, p = 0,2434], nem de interacédo tempo
X tratamento [F (1, 29) = 3,423, p = 0,0745] (Figura 18). Para a analise dos
animais que receberam 10 injecdes, a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas revelou efeito de tempo [F (1, 13) = 7,41, p = 0,0199], de interacao
tempo x tratamento [F (1, 13) = 5,947, p = 0,0298], mas ndo mostrou efeito de
tratamento [F (1, 13) = 4,020, p = 0,0662]. O poOs-teste de Fisher's mostrou um
tempo de permanéncia na trave menor no dia 20 do grupo RES, quando

comparado ao grupo CTR [p?° = 0,0045] (Figura 19).
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Figura 18: Efeito da administracao repetida de 0,1 mg/kg de reserpina (RES) ou veiculo
(CTR) no tempo de permanéncia na trave de equilibrio (equilibrio estatico) em ratos. A
administracéo repetida de RES (0,1 mg/kg) n&o foi capaz de induzir uma diminui¢gdo do
tempo de permanéncia na trave nos animais tratados com RES, no dia 8. Os dados
foram expressos como média e E.P.M. *p < 0,05 (ANOVA de duas vias com medidas
repetidas seguido pelo pés-teste de Fisher’s).
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Figura 19: Efeito da administracao repetida de 0,1 mg/kg de reserpina (RES) ou veiculo
(CTR) no tempo de permanéncia na trave de equilibrio (equilibrio estatico) em ratos. A
administracéo repetida de RES (0,1 mg/kg) foi capaz de induzir uma diminuicdo do
tempo de permanéncia na trave nos animais tratados com RES, no dia 20. Os dados
foram expressos como média e E.P.M. *p < 0,05 (ANOVA de duas vias com medidas
repetidas seguido pelo pos-teste de Fisher’s).
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5.2.3. Teste de Equilibrio na Trave (Equilibrio estatico - score)

A ANOVA de duas vias com medidas repetidas, realizada com os animais
gue receberam 4 injecdes mostrou efeito de interagdo tempo x tratamento [F (1,
29) = 6,135, p =0,0193], mas n&o mostrou efeito de tempo [F (1, 29) = 0,006746,
p = 0,9351], nem de tratamento [F (1, 29) = 1,559, p = 0,2217]. O pés-teste de
Fisher's mostrou uma pontuacéo significativamente menor (score), no dia 8 do
grupo RES quando comparado ao grupo CTR [p® = 0,0137] (Figura 20). Na
andlise realizada com o grupo de animais que receberam 10 inje¢des, a ANOVA
de duas vias com medidas repetidas mostrou efeito do tempo [F (1, 13) = 38,21,
p < 0,0001], do tratamento [F (1, 13) = 10,73, p = 0,0060] e de interacdo tempo
X tratamento [F (1, 13) = 22,80, p = 0,0004]. O pés-teste de Fisher's mostrou uma
pontuacao significativamente menor (score) no dia 20 do grupo RES, quando
comparado ao grupo CTR [p?°< 0,0001] (Figura 21).
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Figura 20: Efeito da administracao repetida de 0,1 mg/kg de reserpina (RES) ou veiculo
(CTR) na avaliacdo por meio de score em ratos. A administracdo repetida de RES (0,1
mg/kg) foi capaz de induzir uma diminui¢gdo do score nos animais tratados com RES, no
dia 8. Os dados foram expressos como média e E.P.M. *p < 0,05 (ANOVA de duas vias
de medidas repetidas seguido pelo pés-teste de Fisher’s).
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Figura 21: Efeito da administracdo repetida de 0,1 mg/kg de reserpina (RES) ou veiculo
(CTR) na avaliacéo por meio de score em ratos. A administragéo repetida de RES (0,1
mg/kg) foi capaz de induzir uma diminuicdo do score nos animais tratados com RES,
entre no dia 20. Os dados foram expressos como média e E.P.M. *p < 0,05 (ANOVA de
duas vias com medidas repetidas seguido pelo pés-teste de Fisher’s).

5.2.4. Teste de Equilibrio na Trave (Equilibrio dindmico)

Para o tempo de travessia, a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, realizada para os animais que receberam 4 injecoes, revelou efeito de
tratamento [F (1, 13) = 8,882, p = 0,0106], de interacdo tempo x tratamento [F (1,
13) = 8,188, p = 0,0134], mas nao mostrou efeito de tempo [F (1, 13) = 3,759, p
= 0,0745]. O pbs-teste de Fishers mostrou um tempo de travessia
significativamente maior no dia 8 do grupo RES, quando comparado ao CTR [p®
= 0,0003] (Figura 22). Para a analise realizada com os animais que receberam
10 injecBes, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeito de
tempo [F (1, 13) = 38,21, p<0,0001], de tratamento [F (1, 13) = 10,73, p = 0,0060]
e de interacdo tempo x tratamento [F (1, 13) = 22,80, p = 0,0004]. O pés-teste de
Fisher's mostrou um tempo de travessia significativamente maior no dia 20 do
grupo RES, quando comparado ao CTR [p?°< 0,0001] (Figura 23).
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Figura 22: Efeito da administracdo repetida de 0,1 mg/kg de reserpina (RES) ou veiculo
(CTR) no tempo de travessia na trave de equilibrio (equilibrio dindmico) em ratos. A
administracéo repetida de RES (0,1 mg/kg) foi capaz de induzir um aumento do tempo
necessario para atravessar a trave nos animais tratados com RES, no dia 8. Os dados
foram expressos como média e E.P.M. *p < 0,05 (ANOVA de duas vias de medidas
repetidas seguido pelo pos-teste de Fisher’s).

10 Injegdes
801
-0- CTR

-~
~ -~ RES
& 601
2
S 40 4
-
= 20-
r@

0 T T

Dias de tratamento

Figura 33: Efeito da administracao repetida de 0,1 mg/kg de reserpina (RES) ou veiculo
(CTR) no tempo de travessia na trave de equilibrio (equilibrio dindmico) em ratos. A
administracéo repetida de RES (0,1 mg/kg) foi capaz de induzir um aumento do tempo
necessario para atravessar a trave nos animais tratados com RES, no dia 20. Os dados
foram expressos como média e E.P.M. *p < 0,05 (ANOVA de duas vias de medidas
repetidas seguido pelo pés-teste de Fisher’s).
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6. DISCUSSAO

O presente estudo objetivou, por meio de um modelo de administracéo de
baixas doses (0,1 mg/kg) de RES em ratos, investigar a participacdo do
mecanismo de compensacao vestibular nas alteracdes do equilibrio observadas
na DP. A partir da analise dos dados verificamos que em ambos os
delineamentos experimentais, as alteracdes relacionadas ao equilibrio estéatico
e dinamico precederam as alteracbes motoras relacionadas a catalepsia e
campo aberto. Neuroquimicamente, no delineamento experimental 1 houve uma
reducdo do numero de células ChAT imunorreativas no NPP tanto para os
animais que receberam 4 injecdes, quanto para os animais que receberam 10
injecdes ao reduzirmos a exposicao dos animais aos testes de equilibrio na trave,
realizando apenas uma avaliacdo basal e uma 48h apds a 42 e 102 inje¢des, visto
que o objetivo foi investigar a participacdo do mecanismo de compensacao
vestibular com base em estudo anterior do nosso grupo de pesquisa.

Tendo em vista que a DP traz consigo a manifestacdo de sintomas
motores como rigidez, tremor e bradicinesia (ZESIEWICZ, 2019; RUIZ;
CATALAN; CARRIL, 2011; OPARA et al., 2017), faz-se relevante uma anélise
das alteracdes motoras em um trabalho que se utiliza de um modelo animal para
mimetizar os aspectos comportamentais da DP como € o da RES. Diante disso,
o presente estudo fez uso dos testes de catalepsia e campo aberto. Na analise
dos dados referentes a catalepsia, foi possivel observar no delineamento
experimental 1, um aumento progressivo do comportamento de catalepsia 48h
apos a 62 injecdo de RES que permaneceu até o final do tratamento. No
delineamento experimental 2, esse aumento foi observado apenas na avaliacdo
pontual realizada 48h apos a 102 injecdo. Ambos os resultados sédo semelhantes
aos encontrados em outros estudos que também fizeram uso do mesmo
parametro de avaliacdo motora e do mesmo modelo animal (FERNANDES et al.,
2012; SANTOS et al., 2013; BISPO et al., 2019; CINTRA et al., 2021; DOS
SANTOS et al., 2021), os quais verificaram por meio do teste de catalepsia um
aumento da laténcia para iniciar um movimento nos animais tratados com RES.
Os resultados do campo aberto mostraram uma diminuicdo da distancia total

percorrida, da velocidade média e do niumero de rearing apenas para 0s animais
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do grupo RES que receberam 10 injecdes, ou seja, em estagios mais avancados
do tratamento, assim como observado em estudos anteriores (FERNANDES et
al., 2012; CAMPELO et al., 2017; BISPO et al., 2019; DOS SANTOS et al., 2021).

O objetivo principal do estudo consistiu na investigacdo do mecanismo de
compensacdo envolvido nas alteracdes do equilibrio. Nesse sentido, foi
necessaria a utilizacdo de testes comportamentais que avaliassem o equilibrio
em ratos. Para uma avaliacdo mais ampla, optamos por modelos de testes de
equilibrio em traves de madeira que analisaram o equilibrio estatico (FUJIMOTO
et al., 2004; KHARATISHVILI et al., 2009; DOA SANTOS et al.,, 2021) e o
equilibrio dindmico (BUDDEBERG et al., 2004; ALLBUTT; HENDERSON, 2007)
(DOS SANTOS, et al.,, 2021). No delineamento experimental 1, utilizamos
apenas a trave de equilibrio dindmico, tendo em vista o objetivo a ser respondido,
bem como por ser uma tarefa mais complexa (MELO et al, 2017);
(CAMPOLETTANO; GELLNER; ROWSON, 2018). Em ambos os delineamentos
experimentais, as alteracdes do equilibrio foram observadas 48h apds a 42
injecdo, enquanto que as alteragcbes motoras de catalepsia e campo aberto
somente foram observadas apds esse periodo, conforme descrito no paragrafo
anterior. Esse dado se torna um ponto de observacédo importante, uma vez que
em humanos os disturbios do equilibrio comecam a se manifestar em estagios
mais avancados da doenca (RINALDUZZI et al., 2015; SMITH, 2018;
ZESIEWICZ, 2019) e nos leva a uma reflexdo pertinente sobre o fato de em
nosso estudo as alteracfes do equilibrio terem acontecido em estagios iniciais e
anteriores as alteracbes motoras observadas por meio do teste de catalepsia e

campo aberto.

Nesse sentido, é importante citar que o controle do equilibrio € uma
habilidade complexa, baseada na interacdo de processos sensorio-motores
dindmicos, abrangendo, portanto, multiplos sistemas (HORAK, 2006; GERA et
al.,, 2016), como restricbes biomecanicas, integracdo sensorial, respostas
posturais, ajustes posturais antecipatorios, processamento cognitivo e
estratégias de movimento (HORAK; WRISLEY; FRANK, 2009). Diante dessas
informacdes, é possivel inferir que o fato das alteragbes do equilibrio terem se
manifestado nos estagios iniciais do tratamento com baixas doses RES, seja

devido ao acometimento de um ou mais dos sistemas envolvidos no controle do
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equilibrio, que ndo estao relacionados essencialmente a atividade motora, visto
gque em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa foi observado o
aparecimento de sintomas ndo motores como alteracdes cognitivas,
nociceptivas e comprometimento do tipo ansiedade também em estagios iniciais
do tratamento com baixas doses de RES, precedendo as alteracdes motoras
(LEAL et al., 2019; CINTRA et al., 2021).

Andlises mais detalhadas em relacdo ao momento em que as alteracdes
motoras acontecem, sao possiveis gracas a utilizacdo de um modelo crénico de
inducdo da DP, o que permite o aparecimento gradual dos sintomas motores
(FERNANDES et al., 2012; SANTOS et al., 2013) e uma melhor compreensao
da fisiopatologia da doenca, tendo em vista que em humanos 0s sintomas
motores comegcam a se manifestar somente apés uma degeneracao substancial
de cerca de 70% dos neurbnios dopaminérgicos (RODRIGUEZ-OROZ et al.,
2009; GOPALAKRISHNA; ALEXANDER, 2015; MAGRINELLI et al., 2016) e as
alteracdes do equilibrio mais tardiamente no curso da doenca (RINALDUZZI et
al., 2015; SMITH, 2018; ZESIEWICZ, 2019). Logo, o conhecimento dessas
informacdes € de grande relevancia no que diz respeito a elaboracdo de uma
estratégia terapéutica que busque o cuidado de pacientes acometidos pela DP
e minimize as consequéncias decorrentes da patologia na qualidade de vida
desses sujeitos (MORO et al., 2010; GOPALAKRISHNA; ALEXANDER, 2015;
ZHANG et al., 2016). No caso do desequilibrio, pesquisadores apontam para a
necessidade de sua compreenséo, ressaltando que se trata de uma demanda
gue apesar de grande ainda nao foi atendida (MORO et al., 2010; PERERA et
al., 2018).

Assim, na busca por um melhor entendimento dos aspectos relacionados
ao equilibrio na DP, a investigacdo da participacdo do NPP e do sistema de
neurotransmissao colinérgico nos distlrbios do equilibrio € condizente com o que
vem sendo abordado pela literatura (KARACHI, GRABLI, BERNARD, et al.,
2010; PERERA et al.,, 2018; MORRIS et al.,, 2019; CHAMBERS,; LANZA;
BISHOP, 2020), tendo em vista os objetivos do presente estudo. O NPP
compreende neurbnios ndo colinérgicos (GABAérgicos e glutamatérgicos) e
colinérgicos, entretanto esses Ultimos representam 80% a 90% de sua

composicdo. E uma area que possui projecdes aferentes e eferentes com
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diferentes regides como cértex cerebral, tAlamo, nucleos da base, cerebelo e
medula espinhal (FRENCH; MUTHUSAMY, 2018). Em macacos, uma lesdo
especifica em neurdnios colinérgicos do NPP induz déficits posturais e de
marcha (KARACHI; GRABLI; BERNARD et al., 2010). Em pacientes com DP, os
neurénios colinérgicos do NPP degeneraram ao longo do tempo com uma
correlacdo significativa entre quedas e velocidade de marcha (PAHAPILL;
LOZANO, 2000; BOHNEN et al., 2013; WELTER et al., 2015). Diante do exposto
e devido ao papel critico da entrada cortical para a marcha e o equilibrio, a
acetilcolina (Ach), um sistema neurotransmissor essencial para a atencao,
tornou-se um elemento de interesse comum quando se fala em mobilidade
(MORRIS et al., 2019).

A enzima ChAT é responsével por sintetizar a acetilcolina a partir da colina
e da acetil coenzima A (acetil-CoA) (WITZEMANN, 2007; OKUDA; HAGA, 2003).
O conteudo de ACh nas células é proporcional a expressado de ChAT dentro das
células (WITZEMANN, 2007; HALDER; LAL, 2021), sendo a ChAT utilizada
como indicador direto para o monitoramento funcional de neurdnios colinérgicos
no SNC e no SNP (KAN; CHAO; FORNO, 1980; SPANG; FORSGREN, 2015).
A investigacdo da participacdo do mecanismo de compensacao vestibular nas
alteracdes do equilibrio a partir do modelo animal da RES, envolveu a analise do
namero de células ChAT imunorreativas do NPP e foi realizada por meio do
experimento 1. A partir de um estudo anterior do nosso grupo de pesquisa (DOS
SANTOS, 2018), foi observada uma diminui¢cdo do niamero de neurénios ChAT+
para o grupo de animais que receberam 4 injec6es de RES. No entanto, o grupo
de animais que recebeu 10 inje¢cdes nao apresentou reducdo do numero de
neurénios ChAT+ estatisticamente significante quando comparado com o grupo
CTR. Esse resultado suscitou a possibilidade de estar ocorrendo a participacao
do mecanismo de compensacéo vestibular central ao longo do tratamento, uma
vez que os animais eram submetidos a tarefas de equilibrio todos os dias e sabe-
se que 0 engajamento comportamental ativo € necessario para iniciar o processo
de compensacdo vestibular (LACOUR; BERNARD-DEMANZE, 2015). Além
disso, no caso de humanos com prejuizos no equilibrio, o processo de
aceleracédo da compensacéo vestibular por meio da reabilitacdo vestibular, tem

como um dos seus mecanismos a mobilidade precoce desses pacientes, sendo
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capaz de melhorar o desequilibrio, quedas, medo de cair, oscilopsia, tontura,
vertigem, sensibilidade ao movimento e sintomas secundarios. Logo, uma
limitacdo dos movimentos por parte dos pacientes ndo é algo recomendado
(DEVEZE et al., 2014; HILLIER; MCDONNELL, 2016; SULWAY; WHITNEY,
2019).

Nesse sentido, a estratégia utilizada para investigar se de fato estava
havendo um mecanismo de compensacéao vestibular foi repetir o experimento
realizado anteriormente, mas retirando a exposi¢cdo dos animais as traves de
equilibrio diariamente, limitando a mobilidade desses animais a dois Unicos
momentos pontuais: uma avaliacao inicial (antes da primeira injecdo para todos
0S grupos) e uma avaliacao final (48h apds a 42 injecao para 0s animais que
receberam 4 injecfes e 48h apds a 102 inje¢do para 0s animais que receberam
10 injecdes). Os resultados encontrados mostraram uma redugdo do niumero de
neurénios ChAT+ tanto para o grupo de animais que recebeu 4 quanto para o
grupo de animais que recebeu 10 injecBes, confirmando a hipétese de
participagdo do mecanismo de compensagao vestibular levantada por meio do

estudo anterior.

Os resultados supracitados reforcam a importancia e os beneficios da RV
como estratégia terapéutica para individuos com DP e disturbios do equilibrio ja
observados em estudos anteriores (ROSSI-IZQUIERDO et al.,, 2009;
ZEIGELBOIM et al., 2009; ACARER et al., 2015). A RV é realizada para auxiliar
na recuperacdo da funcdo do equilibrio e para correcdo de estratégias
inadequadas de equilibrio, baseando-se na melhora e aceleracdo da
compensacao vestibular (DEVEZE et al., 2014; SULWAY; WHITNEY, 2019), que
por sua vez, ao ocorrer sem a aplicacdo da estratégia terapéutica de RV,
promove uma recuperagao espontanea que nao é a ideal (LACOUR; BERNARD-
DEMANZE, 2015).
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Desde o final da década de 1990, houve um aumento significativo das
evidéncias sobre as técnicas de exercicios vestibulares utilizados no tratamento
de pacientes com patologias vestibulares, permitindo que as intervencdes se
tornassem mais refinadas e eficazes (SULWAY; WHITNEY, 2019), sendo essa
estratégia reconhecida como uma das técnicas mais valiosas no tratamento de
pacientes com disturbios do equilibrio (HOFFE; BALABAN, 2011).

Destaca-se aqui, que os efeitos dos protocolos de reabilitacdo no estudo
da compensacéo vestibular em roedores nunca foram estudados (MAROUANE
et al., 2021). Em contrapartida, numerosos estudos destacaram os efeitos
benéficos do exercicio fisico na neurogénese e plasticidade cerebral em varios
modelos de patologias neurolégicas (VAN PRAAG et al., 1999; STRANAHAN;
MARTIN; MAUDSLEY, 2012; NOKIA et al., 2016), inclusive na DP (LAU et al.,
2011; COTMAN; BERCHTOLD; CHRISTIE, 2007; PATKI; LAU, 2011).

E importante mencionar ainda, a relevancia de uma intervencéo precoce
e de programas de prevencao das alteracdes do equilibrio (KELLER; BASTIAN,
2014; KHANUJA et al., 2018). Na pratica clinica, esses programas apresentam
resultados significativos na melhora do equilibrio e na prevencdo das
conseqguéncias relacionadas as alterac6es do equilibrio, como por exemplo as
quedas (GSCHWIND et al., 2013; KRUSCHKE; BUTCHER, 2017; JEON et al.,
2014).
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7. CONCLUSAO

No presente estudo a administracéo repetida de baixas doses (0,1 mg/kg)
de reserpina foi capaz de causar alteragcdes comportamentais do equilibrio desde
0S estagios iniciais. Essas alteracdes foram acompanhadas pela reducdo do
namero de células imunorreativas para ChAT no NPP, o que permitiu verificar
que o uso de exercicios repetidos potencializou a atuacdo do mecanismo central

de compensacao vestibular.
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