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RESUMO

INTERFERENCIA DA IDADE NA PROGRESSAO DE PARKINSONISMO NO
MODELO DA RESERPINA EM RATOS, Joédo Eduardo Conceicdo Melo, Séo
Cristovao, 2020.

A Doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais
prevalente no mundo, sendo mais comum na populacdo idosa. Estudos em
modelos animais tém contribuido para a compreensdao da fisiopatologia da dessa
doenca. Apesar da DP estar relacionada ao envelhecimento, os modelos animais
utilizados para as pesquisas cientificas para investigar a progressividade da
doenca sdo animais jovens. Nesse sentido, 0 objetivo do estudo foi avaliar o
efeito da idade no modelo de parkinsonismo induzido por reserpina (RES) em
ratos. Ratos machos, com idade de 6-8 (adulto) ou 18-24 (idoso) meses, foram
divididos em 6 grupos: controle-idoso (Cl) (n=7), reserpina-idoso (RI) (n=6),
reserpina-idoso abstinéncia (RI-ABS) (n=6) controle-adulto (CA) (n=7),
reserpina-adulto (RA) (n=6) e reserpina-adulto abstinéncia (RA-ABS) (n=6). Os
animais receberam 15 injecdes de RES (0,1 mg/kg) ou veiculo em dias
alternados, ao longo do experimento, foram submetidos a testes
comportamentais: (1) teste de catalepsia, a cada 48 horas e (2) atividade geral
no campo aberto, 24 horas apdés a 2 injecdo e avaliacdo do peso, a cada 4 dias.
No 30° dia apoés inicio do experimento, metade dos animais dos grupos Rl e RA
foram aleatoriamente selecionados e mortos, enquanto 0os animais restantes
foram sacrificados no dia 60 (animais abstinéncia) e passaram pelos mesmos
procedimentos citados. Nesse periodo a administracao de RES foi suspensa. Os
cérebros de todos os animais foram processados, seguindo procedimento
padrdo para Imunohistoquimica para tirosina hidroxilase (TH) na substancia
negra parte compacta (SNpc), estriado dorsal (STR) e area tegumentar ventral
(ATV). Os animais RES apresentaram maior tempo na barra, no teste de
catalepsia do dia 18 (p=0,0010) ao dia 42 (p=0,0048) para os animais RA
comparados ao CA e do dia 12 (p=0,0051) ao dia 46 (p=0,0050) para os animais
RI. Animais Rl também apresentaram maior tempo de catalepsia comparado aos
animais RA entre os dias 12 (p=0,0399) e o dia 36 (p=0,0154). A RES induziu
perda de peso quando comparados a seus controles, para o grupo RA a
diferenca surgiu no dia 12 (p=0,0249) e permaneceu até o dia 48 (p=0,0316),
para o grupo Rl a diferenca surgiu no dia 16 (p=0,0365) e permaneceu até o final
do experimento no dia 60 (p=0,0416). No campo aberto ndo foi observado efeito
da RES sobre os parametros avaliados. Animais dos grupos RA e RI
apresentaram diminuicdo da marcacgao para TH na SNpc (p=0,0009 e p=0,0032,
respectivamente) e STR (p=0,0026 e p=0,0043, respectivamente) quando
comparados a seus respectivos controles. Na ATV, apenas os animais RA
apresentaram diminuicdo da marcacdo para TH quando comparados ao CA
(p=0,0166). A diminuicdo de TH néo foi reversivel na SNpc (p=0,0161) e STR
(p=0,0086) para os animais do grupo RI. Desta forma, o estudo verificou maior
efeito da RES sobre animais idosos em comparacgdo aos adultos, visto que
observamos um maior aumento no tempo de catalepsia naqueles, né&o
recuperacdo do peso com o cessar da intervengdo e ndo recuperacdo das
concentracdes de TH em areas motoras nos animais idosos.



Palavras-chave: Dopamina; Doenca de Parkinson; Modelos animais;
Envelhecimento.



ABSTRACT

AGE INTERFERENCE IN PARKINSONISM PROGRESSION IN THE
RESERPINE MODEL IN RATS, Jodo Eduardo Conceicdo Melo, Sé&o
Cristovao, 2020.

Parkinson's disease (PD) is the second most prevalent neurodegenerative
disease in the world, being more common in the elderly population. Studies in
animal models have contributed to the understanding the pathophysiology of this
disease. Although PD is related to aging, but animal models used for scientific
research to investigate the progression of the disease are young animals. In this
sense, the aim of the study was to evaluate the effect of age on the model of
parkinsonism induced by reserpine (RES) in rats. Male rats, aged 6-8 (adult) or
18-24 (elderly) months, were divided into 6 groups: control-elderly (Cl) (n=7),
reserpine-elderly (RI) (n=6), reserpine-elderly abstinence (RI-ABS) (n=6) control-
adult (CA) (n=7), reserpine-adult (RA) (n=6) and reserpine-adult abstinence (RA-
ABS) (n=6). The animals received 15 injections of RES (0.1 mg / kg) or vehicle
on alternate days, throughout the experiment, were subjected to behavioral tests:
(1) catalepsy test, every 48 hours and (2) general activity in the open field, 24
hours after the 2 injection and weight assessment, every 4 days. On the 30th day
after the beginning of the experiment, half of the animals in the Rl and RA groups
were randomly selected and killed, while the remaining animals were sacrificed
on the 60th (abstinence animals) and underwent the same procedures. During
this period, the administration of RES was suspended. The brains of all animals
were processed, following standard procedure for immunohistochemistry for
tyrosine hydroxylase (TH) in the substance nigra (SN), dorsal striatum (STR) and
ventral tegumentar area (ATV). RES animals showed longer time in the bar, in
the catalepsy test from day 18 (p=0.0010) to day 42 (p=0.0048) for RA animals
compared to CA and day 12 (p=0.0051) on day 46 (p=0.0050) for the Rl animals.
RI animals also had a longer catalepsy time compared to RA animals between
days 12 (p=0.0399) and day 36 (p=0.0154). RES induced weight loss when
compared to its controls, for the RA group the difference appeared on day 12
(p=0.0249) and remained until day 48 (p=0.0316), for the RI group the difference
appeared on day 16 (p=0.0365) and remained until the end of the experiment on
day 60 (p=0.0416). In the open field, there was no effect of RES on the evaluated
parameters. Animals in the RA and RI groups showed decreased markings for
TH in SNpc (p=0.0009 and p=0.0032, respectively) and STR (p=0.0026 and
p=0.0043, respectively) when compared to their respective controls. In the ATV,
only the RA animals showed a decrease in TH marking when compared to the
CA (p=0.0166). The decrease in TH was not reversible in SN (p=0.0161) and
STR (p=0.0086) for animals in the RI group. Thus, the study found a greater effect
of RES on elderly animals compared to adults, since we observed a greater
increase in the time of catalepsy in those, non-recovery of weight with the
cessation of the intervention and non-recovery of concentrations of TH in motor
areas in elderly animals.

Keywords: Dopamine; Parkinson's disease; Animal models; Senescence .
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1 INTRODUCAO

Com o avanco da ciéncia e do conhecimento médico, as pessoas cada
vez mais aumentaram sua taxa de sobrevida. Contudo, esse acréscimo de tempo
de vida, cria um novo perfil epidemiologico caracterizado pelo aumento da
incidéncia de doencas relacionadas a idade. Nesse perfil, a populacéo esta mais

suscetivel a doencas neurodegenerativas como a Doenca de Parkinson (DP).

A DP é uma das doencas neurodegenerativas mais comum no mundo,
afetando, em média, 1% da populacao idosa. Ela apresenta perda neuronal de
carater crénico e progressivo e € caracterizada principalmente por alteracdes
motoras. Entretanto, sintomas ndo motores também estéo relacionados a DP e
estudos recentes sugerem que esses prejuizos podem surgir antes mesmo das

manifestacdes motoras.

Apesar de ndo se conhecer bem a etiologia da DP, na literatura séo
relatados alguns fatores que podem estar envolvidos no seu desenvolvimento.
Os fatores mais apontados estdo relacionados a idade, ao sexo, estresse
oxidativo e neuroinflamacéo. Estes fatores, em geral, podem ocorrer de maneira

combinada e ocasionar progressdo mais acelerada da doenca.

Nesse sentido, modelos animais de roedores tém sido amplamente
utilizados, buscando gerar conhecimento acerca da fisiologia desta doenca. Mas,
apesar da DP estar relacionada ao envelhecimento, os animais usados nesses
estudos sédo jovens, o que compromete a mimetizacao, por parte dos modelos,
do que ocorre na doenca em humanos. Um outro fator que merece destaque é
o fato da maioria dos modelos disponiveis na literatura serem baseados em
inducdes agudas das alteracbes motoras e neuronais, 0 que nao mimetiza a

natureza progressiva da DP.

Buscando estudar a progressividade da DP, nosso grupo de pesquisa
h& mais de 10 anos, tem investido esfor¢os no desenvolvimento de um modelo
de parkinsonismo induzido por administracfes repetidas de baixas doses de
reserpina. Esse modelo foi capaz de criar uma janela temporal que permite
investigar os diferentes estagios da doenca em animais, de maneira semelhante

ao observado em humanos
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Acreditamos que questdes a respeito das alteracdes fisioldgicas ainda
nao respondidas ndo respondidas em modelos animais, como por exemplo
aumento ou ndo na suscetibilidade a drogas de indugdo, podem estar
relacionadas ao fato da utilizacdo de animais mais jovens. Desta maneira, no
presente estudo propomos associar a utilizacdo de animais idosos em um
modelo progressivo e ja validado, para melhor compreender aspectos
comportamentais e neuroquimicos associados a idade avancada e a

progressividade da DP em ratos, no modelo da reserpina.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Doenca de Parkinson

Com o aumento da expectativa de vida no mundo, cada vez mais
pessoas sdo acometidas com enfermidades neuroldgicas e neuropsiquiatricas,
gue afetam nédo sO o encéfalo, mas também a qualidade de vida dos mesmos
(HANAMSAGAR; BILBO, 2016; LIU; FANG, 2019). De maneira especifica, 0
tratamento de doencas que afetam o sistema nervoso central (SNC) tem sido um
dos maiores desafios encontrados pela medicina na atualidade (DUARTE et al.,
2016). Dentre as desordens neuronais mais importantes, relacionadas a idade

avancada, pode-se destacar a Doenca de Parkinson (DP).

A DP é a segunda doenca neurodegenerativa mais frequente no mundo
(DIAZ-DIESTRA et al., 2017; DINIZ et al., 2019), atingindo cerca de 1% da
populacdo humana com idade acima de 60 anos (BOHUSH; NIEWIADOMSKA;
FILIPEK, 2018) e em média 4% dos individuos acima de 80 anos de idade (LILL,
2020). A patologia apresenta degeneracao progressiva (SANYAL et al., 2019) e
apesar de ser foco de estudos no mundo inteiro, nenhuma cura efetiva foi
encontrada (LIU; FANG, 2019).

Vale ressaltar que apesar da DP ser majoritariamente esporadica, 5% a
10% apresentam mutacdes nos genes SNCA, LRRK2, VPS35, PINK1, DJ-1 e
Parkin associadas ao desenvolvimento da DP (LILL, 2020). Além disso, foi
observado um padrdo, no qual individuos do sexo masculino apresentam
aproximadamente 2 vezes mais chances de desenvolver a patologia que os de
sexo feminino (HOLMES et al., 2016). Além disso, Betancourt et al., (2016)
relatou que homens tendem a desenvolver a doenca mais cedo que mulheres e

gue neles os sintomas apresentam maior severidade.

No levantamento bibliografico realizado por Abbas; Xu; Tan, (2018), os
autores relataram que além dos motivos citados existem fatores étnicos
relacionados a DP. Segundo eles, afro-americanos apresentam menor
prevaléncia da DP em comparagdo a caucasianos sendo isso um possivel

indicador de maior susceptibilidade genética dos caucasianos. Além disso, os
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autores relatam ainda que afro-americanos apresentam menor prevaléncia se
comparados aos africanos na Nigéria, indicando que fatores ambientais também
podem estar associados ao desenvolvimento da DP.

No Brasil a taxa de prevaléncia é de 3300 a cada 100000 individuos
acima de 64 anos, sendo considerada uma das mais altas (RODRIGUES-DE-
PAULA et al., 2018). O Brasil se encontra passando por uma transicao
demografica rapida com aumento significativo da populacdo idosa. Na década
de 40 a populacéo idosa representava 4,1% da populagéo brasileira e em 2060
estima-se que esse valor sera de 33,7%. Este aumento pode ser em resposta ao
desenvolvimento social e econémico dos individuos (BOVOLENTA; FELICIO,
2017).

A DP foi descrita em 1817 por James Parkinson (RUA RAFAEL et al.,
2016), contudo os primeiros relatos da doenca foram realizados por Leonardo
Da Vinci (1452-1519) (VELAZQUEZ-PANIAGUA et al., 2016). Apesar de ja ser
conhecida, a DP passou a ser estudada e caracterizada na década de 80 pelo
fisiologista francés Jean-Martin Charco.

A DP é bem conhecida pelos seus sintomas motores cardinais.
Entretanto, a literatura ja tem mostrado que também hé& ocorréncia de sintomas
nao motores e que estes geralmente ocorrem antes da manifestacdo dos sinais
motores (BETANCOURT et al., 2016).

Os principais sintomas motores da enfermidade que comumente sao
utilizados para diagnostico sdo tremores, rigidez, lentiddo dos movimentos
voluntéarios (bradicinesia) (RECKZIEGEL et al., 2016; SMITH, 2018). Dentre
estes, o0 tremor em repouso é o primeiro a se manifestar evoluindo para prejuizo
de marcha (PERUMAL; SANKAR, 2016).

Os prejuizos motores da doenca sdo progressivos, acompanhando o
avango da neurodegeneracdo. Veldzquez-Paniagua et al. (2016) mostraram de
forma resumida como se da a progressao dos prejuizos motores em 5

categorias, apresentadas no quadro 1.
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Quadro 1: Categorizacado da progressao dos prejuizos motores da DP [Adaptado de
Velazquez-Paniagua et al. (2016)]

Categoria Sintomas

Paciente com leve tremor unilateral, podendo apresentar ma
! postura

Sintomas passam a ser bilaterais com rigidez no pescoc¢o e costas
: levando a movimentos desajeitados

Paciente incapaz de andar em linha reta, movimentos se tornam
3 lentos apresentando deficiéncia leve

Doenca completamente desenvolvida, paciente pode andar sem
4 ajuda mas nao pode realizar atividades diarias sozinho

Paciente se encontra acamado ou em cadeira de rodas, neste
> ponto o paciente depende de outros para atividades diarias

Um outro sintoma motor bastante comum na DP, decorrente também da
gradual neurodegeneracao é a instabilidade postural (BENTEA; VERBRUGGEN;
MASSIE, 2016; SANYAL et al., 2019) que resulta em dificuldade no caminhar,
aumentando o risco de quedas e causando impacto negativo direto na qualidade
de vida do paciente (YANG et al., 2016), sendo um dos sintomas mais
debilitantes na DP (BEKKERS et al., 2018).

Abe et al. (2004) e Smith, (2018) relataram que essa perda de equilibrio
esta relacionada a uma comunicacdo inadequada entre o0s sistemas
vestibulares, visuais e proprioceptivos ocasionando desvio do centro de
gravidade e incapacidade de realizar movimentos compensatérios para
reestabelecer o equilibrio, levando a queda. Isso reflete também no aumento do
tempo do caminhar do paciente e na diminuicdo da amplitude do movimento
(YOUNG et al., 2016).

Os pacientes com prejuizos no equilibrio apresentam também
incapacidade de produzir um “passo” eficaz que consequentemente leva a queda
(GEERSE et al., 2018). Bekkers et al. (2018) relata que essa inabilidade de dar
um passo efetivo € chamada “Freezing of gait”. Este é relatado como uma
auséncia de respostas dos pés no movimento de andar, apesar da intencéo de

se realizar esse movimento. Nesta situagcéo o paciente inicia 0 movimento e seus
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pés continuam imoveis, enquanto que seu tronco continua a deslocar seu centro

de gravidade para frente, causando desequilibrio e levando a queda.

No trabalho de Tighilet et al. (2019) é relatado que a integracéo, a nivel
central, dos sinais advindos dos sistemas visuais, vestibulares e proprioceptivos
sdo fundamentais na manutencao da postura e do equilibrio. Nos pacientes com
DP a comunicacdo entre esses sistemas encontra-se precdaria causando o
prejuizo motor (MORRIS et al., 2019)

Na doenga, além dos sintomas motores mais caracteristicos, 0s
principais responsaveis por debilitar o paciente (MUSTAFA et al., 2016), ha
também a presenca de sintomas ndo motores que sao progressivos e diminuem
a qualidade de vida dos individuos acometidos (FUJIOKA et al., 2016).

Os sintomas ndo motores apesar de serem relatados em fases mais
tardias da doenca, em geral se desenvolvem antes da manifestacdo dos sinais
motores cardinais (BETANCOURT et al., 2016; COVA et al.,, 2016). Alguns
desses sintomas sao disturbios do sono e olfatérios (DINIZ et al., 2019; SHIN et
al., 2019).

Além desses sintomas, podem ocorrer ainda o desenvolvimento de
complicagbes cognitivas e emocionais (ARBABI et al.,, 2016; BOHUSH;
NIEWIADOMSKA; FILIPEK, 2018). Entre elas pode-se citar, déficit de
aprendizagem (BEIGI et al., 2016), déficit de meméria (BETANCOURT et al.,
2016) e depressao (SMITH, 2018).

2.2 Fatores envolvidos no desenvolvimento da DP

Apesar de a DP se desenvolver predominantemente de maneira
idiopatica (HOLMES et al., 2016), sendo apenas 10% envolvida com fatores
genéticos (RECKZIEGEL et al., 2016), existem alguns fatores que podem levar
ao desenvolvimento da patologia. Eles podem ocorrer de forma isolada ou
combinados ocasionando os distarbios caracteristicos da doenca
(BHATTACHARJEE et al., 2016; MARTIN-JIMENEZ et al., 2016; ELGUETA et
al., 2017).
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Um do principais fatores de risco envolvido com o desenvolvimento da
DP ¢é a idade avancada (SHEPHARD et al., 2016). Cerca de 1% da populacdo
mundial acima dos 60 anos desenvolve a doenca (IWAKI et al., 2019; WEI et al.,
2016). Por esse motivo a patologia é majoritariamente dita como uma condicéo
relacionada ao envelhecimento (BENTEA; VERBRUGGEN; MASSIE, 2016; LIU;
FANG, 2019; MITRA et al., 2016).

O envelhecimento € acompanhado de perda de parte da capacidade do
organismo de reparar e regenerar os tecidos (KHAN, SINGER e VAUGHAN,
2017). Pode ocorrer ainda diminui¢éo da capacidade de manter o equilibrio entre
as espécies reativas de oxigénio e quantidade de enzimas antioxidantes
(HOLMES et al., 2016; XU et al., 2017).

Um outro fator envolvido com o desenvolvimento da DP é o sexo do
paciente, apresentando dessa forma dimorfismo sexual, causado possivelmente
pelas concentracdes diferente de hormdnios sexuais. O individuos do sexo
masculino tem maior incidéncia e prevaléncia da doenca se comparados as do
sexo feminino (DAHODWALA; PEI; SCHMIDT, 2016).

Gillies; Mcarthur, (2010) relataram que além da menor incidéncia de DP
as mulheres, estas tendem a desenvolver a doenca em idades mais tardias, além
de apresentarem progressao sintomatica mais lenta. De maneira interessante,
Bispo et al. (2019) mostraram que essa diferenca também ocorre em animais
submetidos a modelos de Parkinsonismo, fato esse observado também por
Melcangi et al. (2016).

Pode-se relatar ainda a associacdo entre a questdo hormonal com a
idade, visto que ao longo da vida adulta ha constante diminuicdo hormonal com
maior diminui¢ao na velhice (DUARTE et al., 2016).

Contudo, os fatores em especifico que ocasionam o dimorfismo sexual
na DP ainda sdo poucos entendidos. Acredita-se que o estilo de vida e
principalmente os horménios sexuais, sdo determinantes para a suscetibilidade
do individuo a doenca (LOKE; HARLEY; LEE, 2015; NITKOWSKA et al., 2015).

O estresse oxidativo € uma anormalidade fisioldgica definida como a

perda do equilibrio entre agentes antioxidantes e espécies reativas de oxigénio
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(ERO), trazendo consequéncias fisiopatoldgicas (EGEA et al., 2017). Em altas
concentracdes, essas espécies oxidantes interagem com proteinas, lipidios e
DNA causando danos e levando a morte celular (LIU; LIANG; SOONG, 2019), ja
em baixas concentragcdes agem como sinalizadores moleculares (EGEA et al.,
2017).

Esse desequilibrio pode ocorrer tanto pelo aumento da producdo de
EROs quanto por ineficiéncia dos sistemas antioxidantes (SCUTIERO et al.,
2017). As espécies reativas sdo moléculas produzidas em condicfes aerobicas
como produto de processos metabdlicos. Alguns exemplos de EROs séo
superoxido (O2), peréxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila (OH), todos
derivados do oxigénio molecular (O2) (GAMBINO; CAPPITELLI, 2016).

Porém, é vélido lembrar que apesar desse desequilibrio ter potencial
patolégico, EROs sdo produzidas naturalmente no organismo através do
metabolismo do oxigénio, além de serem mediadores inflamatérios podendo
modular a proliferag&o celular. Como proteg&o contra o estresse oxidativo, existe
um conjunto de enzimas antioxidantes, entre estas temos: superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase, elas funcionam limitando a acéo
das EROs, inativando-as (SCUTIERO et al., 2017)

Outro fator que pode levar ao aumento do risco de desenvolvimento da
DP é a inflamacdo, que € comumente observada em pacientes com DP e
Alzheimer, tanto em modelos animais quanto em pacientes (LIU; LIANG;
SOONG, 2019). No sistema nervoso central a inflamacgdo esta intimamente
ligada a producdo de EROs, visto que o aumento do estresse oxidativo esta
associado ao aumento da ativacao do fator nuclear kB (NF-kB) e cicloxigenage
2 (COX2), sendo ambas vias classicas de sinalizacdo neuroinflamatoria. Vale
ressaltar que o aumento de COX2 ja foi observado em encéfalos de pacientes
com PD (HOLMES et al., 2016). Dessa forma, a inibicdo do estresse oxidativo
e/ou da inflamagé&o pode diminuir a velocidade de progressao da DP (XU et al.,
2017).

Ainda sobre neuroinflamacdo, no encéfalo existem as células da glia,
responsaveis por manter a homeostase no tecido nervoso. Dentre estas

podemos destacar os astrocitos. Em caso de algum dano no encéfalo, os
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astrocitos sdo ativados e passam a liberar citocinas pro-inflamatorias que
contribuem para sobrevivéncia e reparagéo neuronal. Entretanto em casos onde
hé& superativagéo dessa célula, como na neurodegeneracao cronica, seus efeitos
passam a ser maléficos, pois inibem o crescimento axonal e restauracdo da
conexao sinaptica (ACAZ-FONSECA et al., 2016).

Ha relatos também que essa ativacdo exacerbada pode levar a alta
expressdo de alfa-sinucleina nos astrocitos, aumentando a morte neuronal e
suscetibilidade a estresse oxidativo, podendo contribuir para a progressao da DP
(DINIZ et al., 2019). Além disso, o préprio microambiente criado com alta
concentracéo de citocinas e moléculas inflamatorias, passam a ser téxicos para
as células ( MITRA et al., 2016). Como exemplo disso o 6xido nitrico (molécula
pro-inflamatéria) em baixas concentracdes suportam a fungéo neuronal normal,
mas em altas concentragcdes pode iniciar neurodegeneracédo (LIU; LIANG;
SOONG, 2019).

Contudo, apesar do conhecimento acerca das alteragbes celulares e
moleculares envolvidas com a neurodegeneracdo na DP, ndo ha cura ou
meétodos que parem o avanco da enfermidade (LIU; FANG, 2019; VENDEROVA,;
PARK, 2012).

2.3 Fisiopatologia da Doenca de Parkinson

A DP é caracterizada pela morte de um grupo especifico de neurdnios
chamados dopaminérgicos localizados principalmente nos ndcleos da base,
sendo denominados: Substancia Negra parte compacta (SNpc), estriado e globo
palido (YOUNG et al., 2016). Os neurdnios sdo assim chamados pois produzem
a dopamina, um neurotransmissor de fundamental importancia no controle do
movimento (DIAZ-DIESTRA et al., 2017).

Na patologia em questdo, a neurodegeneracdo ocorre de maneira
progressiva e principalmente na SNpc (MUSTAFA et al., 2016). Desta regiao,
projecdes dos corpos celulares se direcionam ao estriado (composto por nucleo

caudado e putamen), formando a via nigroestriatal, sendo esta uma das
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principais responsaveis pelo controle do movimento (BENTEA; VERBRUGGEN,;
MASSIE, 2016).

A comunicacao ineficiente entre essas duas areas, em associacdo com
a morte dos neurbnios dopaminérgicos € 0 que ocasiona o surgimento dos
sintomas motores mencionados (BOHUSH; NIEWIADOMSKA; FILIPEK, 2018).

Entretanto, vale ressaltar que estes sintomas surgem apenas em
estagios avancados da doenca, quando 60% a 70% da populacdo de neurdnios
dopaminérgicos ja foram perdidos e/ou quando ha perda de 70% da dopamina
no estriado, resultando em diminui¢cdo da sintese e da liberacdo de dopamina
nos terminais axénicos localizados no estriado (DI GIOVANNI et al., 2016;
PERUMAL; SANKAR, 2016; RECKZIEGEL et al., 2016).

Outra caracteristica histopatolégica da DP é a presenca intracelular de
aglomerados proteicos insolUveis, no citoplasma do neurbnio, compostos
principalmente por a-sinucleina, chamados de corpos de Lewy (BEART, 2016;
SANYAL et al., 2019).

Estes agregados foram descobertos em 1998 e sdo encontrados em
neurdnios de multiplas regides do encéfalo, incluindo SNpc e Locus Ceruleus,
regides bastante afetadas na DP (DI GIOVANNI et al., 2016; VISANJI et al.,
2016). Em complemento, estudos sugerem que a evolugdo sintomatica da
doenca ocorre devido a distribuicho desses corpos nos nheurbnios
dopaminérgicos (CONNOR-ROBSON et al., 2016).

Por conta do envolvimento dos corpos de Lewy na DP, esta é agrupada
junto a outras doencas relacionadas a presenca dos agregados, chamadas
sinucleopatias (SHIN et al., 2019). Essa caracteristica, juntamente com a perda
dos neurbnios dopaminérgicos nigroestriatais sdo os principais marcadores da
fisiopatologia da DP (BOHUSH; NIEWIADOMSKA; FILIPEK, 2018).

Possivelmente, ocorre esse acumulo por conta do mal funcionamento do
sistema ubiquitina-proteassoma, complexo de proteinas responsavel por
degradar proteinas intracelulares em células eucariéticas. Foi observado que em
pacientes com DP, a a¢do desse complexo € diminuida na Substancia Negra
(BENTEA; VERBRUGGEN; MASSIE, 2016).
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Como dito, as altera¢cdes nos neurdnios dopaminérgicos sao os fatores
gue causam os sintomas cardinais da DP. Contudo modificacfes relacionadas a
perda do equilibrio estdo associadas também a deficiéncia em sistemas néo
catecolaminérgicos. Isso explica o porqué de alteragcbes no equilibrio néo
responderem de maneira satisfatoria ao tratamento padrdo da doenca
(CHRISTOFOLETTI et al., 2010).

Apesar de todo o conhecimento a respeito da fisiopatologia e seu
desenvolvimento, at¢é o momento ndo ha tratamento que interrompa a
progressdo da perda neuronal (VENDEROVA; PARK, 2012). Além disso h&a
dificuldade em se diagnosticar a DP em seus estagios iniciais. Dessa maneira, 0
reconhecimento € feito a partir dos sinais motores classicos que surgem apenas
guando a perda dopaminérgica € grande (PERUMAL; SANKAR, 2016).

O tratamento atual é basicamente sintomético e consiste basicamente
em 3 abordagens: uso de inibidores da monoamina oxidase (MAQO), uso de
agonistas dopaminérgicos e administracdo do precursor da dopamina (WEI et
al., 2016).

A MAO é a principal enzima metabolizadora de monoaminas, sendo
responsavel por oxidar a DA. A enzima é subdividida em 2 tipos (isoformas)
MAOA e MAOB (TONG et al., 2017). A isoforma ‘A’ é predominantemente
encontrada na placenta, intestino, neurénios dopaminérgicos e noradrenérgicos.
Ja a isoforma ‘B’ é mais encontrada em plaquetas, células gliais e neurénios
serotonérgicos (RAMSAY; TIPTON, 2017).

O uso de drogas inibidoras da MAOB tem seu efeito terapéutico pois
previne a oxidacdo da dopamina, ocasionando liberacdo de espécies reativas de
oxigénio, que como conhecido, em altas concentragdes apresentam efeito
citotoxico. Dessa forma, pacientes com a DP se beneficiam do efeito do
medicamento pois este permite que a DA tenha maior tempo de acéo,
possibilitando também o aumento do estoque do neurotransmissor (HERRAIZ;
GUILLEN, 2018) (Figura 1).
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Vesicula sinaptica Receptor de dopamina

Terminal pré-sinaptico Terminal pos-sinaptico

Inibidores da MAO

Figura 1: Efeito da inibigdo da monoamina oxidase sobre a quantidade de dopamina. MAO = monoamina
oxidase; DA = dopamina [Adaptado de Youdim et al., (2006)]

A segunda manobra terapéutica foca em compensar a falta central de
dopamina através do uso de agonistas desse neurotransmissor. Essas drogas
agem no sistema nervoso central nos receptores dopaminérgicos e se ligam
nestes de maneira semelhante a dopamina. Como exemplo destes
medicamentos temos: Bromocriptina, Pergolide, Piribedil, Lisurida, Cabergolina,
Pramipexol, Ropinirol, Rotigotina e Apomorfina (GRALL-BRONNEC et al.,
2018).

Geralmente seu uso € indicado quando o paciente ndo tolera bem o uso
de precursores dopaminérgicos ou quando a resposta obtida no tratamento foi
abaixo do esperado, ou ainda, para evitar efeitos colaterais como ocorrido no
trato gastrointestinal (WYLIE et al., 2012). Os agonistas podem ainda ser usados
no inicio do tratamento como uma monoterapia, afim de evitar o uso precoce da
L-DOPA (WOOQOD et al., 2015).

A terceira abordagem farmacoldgica de tratamento da DP € uso de um
medicamente chamado Levodopa composto por L-DOPA, um precursor da
dopamina, que permanece até os dias de hoje como tratamento padrdo da DP
(WYLIE et al., 2012). A droga ameniza os efeitos causado pela diminuicdo da
DA nos nucleos da base, trazendo melhora nos sintomas parkinsonianos e na

qualidade de vida dos pacientes acometidos (BEIGI et al., 2016).
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A L-DOPA foi isolada primeiramente, a partir do vegetal Vicia faba em
1910 e sua estrutura quimica estabelecida em 1913 (CASSANI et al., 2016).
Objetivando estabelecer a relagdo entre DP, DA e L-DOPA, foram realizados
experimentos no modelo animal da reserpina na década de 50. Nestes, o0s
animais tratados com L-DOPA apresentaram melhora motora, confirmando a
hipotese do farmaco como precursor da DA e com possivel efeito terapéutico no
tratamento da DP (ARREOLA et al., 2016).

Nos humanos, apesar do alivio trazido ao paciente, o uso da droga deve
ser bem controlado, pois 0 uso do medicamento em estagios muito iniciais da
doenca tendem a prejudicar redes neurais do estriado que séo pouco afetados
nesse estagio da doenca (BEIGI et al., 2016; LITIM; MORISSETTE; DI PAOLO,
2016).

Além disso, a administracdo da L-DOPA por um longo tempo pode
causar flutuacbes motoras e movimento involuntarios anormais, também
chamado discinesia induzida por L-DOPA (HUANG et al., 2018). Zhong et al.,
(2014) relataram que o tratamento com L-DOPA tem potencial de causar
estresse oxidativo, devido ao fato da conversdo do precursor a DA produzir
espécies reativas de oxigénio que podem causar danos na populacdo de
neurénios dopaminérgicos remanescentes, podendo ainda exacerbar a perda
neuronal. Os autores relatam ainda que os efeitos adversos comegam a surgir

iniciados 2 a 5 anos de tratamento.

Vale lembrar ainda, que com o passar do tempo o efeito da droga
diminui, induzindo o aumento da dosagem da mesma, e por consequéncia

piorando os efeitos colaterais citados.

2.4 A dopamina e a Doenca de Parkinson

A dopamina (3-hidroxitramina ou 3,4-di-hidroxifenetilamina, CsH11NO2),
€ uma catecolamina conhecida por sua funcdo neurotransmissora (ARREOLA et

al., 2016), foi identificada inicialmente no mesencéfalo a cerca de 50 anos e
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acreditava-se ser apenas um precursor quimico da norepinefrina (LOHR et al.,
2017).

Os estudiosos da época estavam em parte corretos, visto que a DA é
realmente o precursor dos neurotransmissores catecolaminérgicos norepinefrina
e epinefrina, também chamados noradrenalina e adrenalina, respectivamente.
Dessa forma alteracdes na concentracdo de DA alteram a producéo das demais
catecolaminas (FEINSTEIN; KALININ; BRAUN, 2016; LEVITE, 2016).

Este grupo é chamado de catecolamina por serem formados por um anel
de benzeno, chamado catecol, conectado a um grupo amina por uma ponte etil
(VELAZQUEZ-PANIAGUA et al., 2016). Além disso, as catecolaminas s&o
agrupadas ainda num conjunto maior chamado monoaminas que compreendem
além das catecolaminas, a serotonina e a histamina (DI GIOVANNI et al., 2016;
XIE et al., 2018; YAMANE, 2014).

Atualmente sabe-se que a DA é um dos mais importantes
neurotransmissores do sistema nervoso humano envolvida com respostas
comportamentais e funcdes cerebrais (DIAZ-DIESTRA et al., 2017),
representando cerca de 80% do total de neurotransmissores catecolaminérgicos
do encéfalo de mamiferos (ORENDAIN-JAIME; ORTEGA-IBARRA; LOPEZ-
PEREZ, 2016).

Como mensageiro quimico, a DA é um importante neurotransmissor que
estd envolvido em diversas atividades do sistema nervoso central, tais como
regulacdo de movimentos e comportamentos, tomada de decisdo e motivagao-
recompensa (DRAGICEVIC; SCHIEMANN; LISS, 2015; IKEMOTO; YANG; TAN,
2015; LIU et al., 2018).

As catecolaminas além de agir no sistema nervoso central, atuam
também perifericamente como reguladora do sistema imune e esta relacionada
ainda a funcdo de 6rgéos e tecidos como rim e tecido adiposo, além de modular
a funcdo cardiaca e a motilidade gastrointestinal (ARREOLA et al., 2016;
VELAZQUEZ-PANIAGUA et al., 2016).

A biossintese da DA ocorre através de uma série de reacdes

enzimaticas. A via classica inicia-se com a producéo de L-Tirosina a partir da L-
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fenilalanina pela enzima fenilalanina 4-hidroxilase (FAH), o passo seguinte é
referente a conversao de L-Tirosina em L-DOPA, sendo essa reagao catalisada
pela enzima Tirosina Hidroxilase (TH), vale ressaltar que este passo € vital para
a biossintese das demais monoaminas (NE e EPI) (ARREOLA et al., 2016) e a
inibicdo de TH pode causar diminuicdo de todas as catecolaminas (TRESEDER,;
JACKSON; JENNER, 2000).

A etapa seguinte consiste na transformacdo da L-DOPA em DA,
realizada pela enzima DOPA descarboxilase (LOKE; HARLEY; LEE, 2015). E
valido ressaltar que tanto TH quanto DOPA descarboxilase sao reguladas por
autoreceptores de DA que levam a diminuicdo dos niveis de DA intracelular
gquando a concentracdo no meio extracelular estd elevada (MOSHAROV;
BORGKVIST; SULZER, 2015) (Figura 2).

Tirosina | EEEEEp | | _DOPA | ) Dopamina

| |

Tirosina DOPA
hidroxilase descarboxilase

Figura 2: Via de biossintese de dopamina [Adaptado de Arreola et al., (2016) e Loke; Harley;
Lee, (2015)].

Nos neur6nios dopaminérgicos a via se encerra neste ponto. Ja em
neurénios que secretam NE a DA é convertida pela enzima dopamina beta-
hidroxilase, podendo ainda haver a conversdo de NE em EPI pela

feniletanolamina n-metil transferase (BEART, 2016) (Figura 3).
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Dopamina ‘ Norepinefrina - Epinefrina

Dopamina B- Feniletanolamina
hidroxilase N-metiltransferase

Figura 3: Via de biossintese da dopamina em epinefrina [Adaptado de Beart, (2016)].

Uma vez sintetizada, todas as monoaminas sédo armazenadas em
compartimentos chamados vesiculas onde ficam retidas até o momento da sua
liberacdo na fenda. No caso deste grupo de neurotransmissores, a principal
vesicular de transporte é o TVMA (Transportador vesicular de monoamina) (DI
GIOVANNI et al., 2016).

Essa vesicula, além de sua importdncia na liberagdo do
neurotransmissor, atua também como ‘protetora’ da DA, visto que quando ha a
recaptacdo do sinalizador, este é capsulado pelo TVMA prevenindo a oxidacao
do mesmo e impedindo os danos causados pelas ERO liberadas durante a
metabolizacdo da DA. Além disso, a vesicula pode ainda capturar neurotoxinas
protegendo os neurdnios dessas moléculas (XU et al., 2016).

Essa caracteristica € de suma importancia nesse grupo de neurénios,
visto que estes sdo particularmente vulneraveis a danos provenientes de
estresse oxidativo devido a presenca de pouca quantidade de enzimas
antioxidantes (BHATTACHARJEE et al., 2016).

As moléculas de DA sao produzidas no citoplasma e transportadas por
vesiculas que a armazenam e liberam. A maior parte do neurotransmissor &
recaptado pelo transportador de dopamina (TDA). Esse transportador é o
principal responsavel pela remog¢do do excesso de dopamina extracelular
trazendo-a de volta para o meio intracelular (RECKZIEGEL et al., 2016),
encerrando assim a neurotransmissdo dopaminérgica por conta dessa remogao
do transmissor da fenda (CARTIER et al., 2019). Esse transportador tem papel
fundamental da homeostase dopaminérgica do sistema nervoso central (XU et
al., 2016).
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O que néo é capturado pelo TDA é degradado tanto na fenda sinaptica,
guanto no citoplasma do neurénio pelas enzimas MAO A e B e pela catecol o-
metiltransferase (COMT) (RAMSAY; TIPTON, 2017). Vale lembrar que a MAO
metaboliza ndo apenas a DA mas também a NE e EPI, além de serotonina
(HERRAIZ; GUILLEN, 2018).

A neurotrasmissdo € iniciada quando neurénios dopaminérgicos sao
estimulados por um potencial de acao, que leva a abertura de canais de célcio.
A partir disso ocorre o transporte do transmissor pelas vesiculas e
posteriormente fusdo destas com a membrana celular do neurdnio. Apés a fuséo
o transmissor e liberado por exocitose. Esse processo € regulado por diversos
fatores como sintese de DA, absorcdo e transporte da catecolamina,
homeostase de Ca?* (SULZER; CRAGG; RICE, 2016; VELAZQUEZ-PANIAGUA
et al., 2016).

Para desencadear seus efeitos na area alvo a dopamina se liga em
receptores especificos (ORENDAIN-JAIME; ORTEGA-IBARRA; LOPEZ-
PEREZ, 2016), estes podendo ser pds sinapticos localizados no neurdnio
seguinte da via ou autoreceptores (JACKOWSKA; KRYSINSKI, 2013).

Esses receptores sdao agrupados em 5 tipos D1, D2, D3, D4 e D5
(TRESEDER; JACKSON; JENNER, 2000). Estes sédo agrupados ainda em 2
familias: Familia D1 (FD1), que compreende os subtipos D1 e D5; Familia D2
(FD2), que compreende os subtipos D2, D3 e D4 (ERNST; LUCIANA, 2015).
Ambos 0s grupos séo receptores acoplados a proteina G. No entanto a FD1 sdo
receptores excitatorios, enquanto que os da FD2 s&o inibitérios (PURVES-
TYSON et al., 2017) e sdo a partir desses receptores que a dopamina
desempenha suas funcdes (ORENDAIN-JAIME; ORTEGA-IBARRA; LOPEZ-
PEREZ, 2016) (Figura 4).
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Figura 4: Tipos de receptores dopaminérgicos [Adaptado de Ernst; Luciana, (2015) e Purves-
Tyson et al., (2017)]

Como dito a DA €& um neurotransmissor amplamente difundido no
encéfalo e para alcancar as mais distintas regibes, os corpos celulares
produtores de dopamina projetam seus axbnios para as regides alvo, onde
ocorre a neurotransmissdo. Essas vias s&o conhecidas como vias
dopaminérgicas e sao divididas em : 1) Via mesolimbica, 2) Via mesocortical, 3)
Via tuberoinfundibular e 4) Via nigroestriatal, sendo responsaveis pela regulacdo
de varias fung@es centrais (LOKE; HARLEY; LEE, 2015) (Figura 5).

Nucleo accubens ]

Via mesolimbica

- Via tuberoinfundibular
. Via mesocortical
. Via nigroestriatal

3ntar ventral

Figura 5: Vias de distribuicdo dopaminérgica no encéfalo [Adaptado Sayin, Umit. (2019)].
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Na via mesolimbica os corpos dopaminérgicos, encontram-se na regiao
ventro-tegumentar e se projetam para o nucleo accubens. Essa via €
responsavel por regular comportamentos emocionais, sociais e associados a
recompensa, motivacdo e alimentacdo. Na mesocortical 0s neurdnios,
encontram-se novamente na regido ventro-tegumentar, porém nesta, eles
projetam-se para o cortex pre-frontal e auxiliam na regulacdo da memodria e
cognicdo (ORENDAIN-JAIME; ORTEGA-IBARRA; LOPEZ-PEREZ, 2016).

Na via tabero infundibularar, neurénios se originam no nucleo arqueado
do hipotdlamo e projetam-se através da eminencia mediana até alcancar a
hipofise, modulando a sintese de prolactina (BAIK, 2013; ERNST; LUCIANA,
2015).

A Ultima via é chamada nigroestriatal que € uma das principais vias de
controle do movimento, além de ser a mais afetada na DP (PADEL et al., 2016).
Nesta via 0s ndcleos produtores de dopamina sdo encontrados na SNpc e se
projetam para o estriado, sendo as regides com maiores niveis de DA do
encéfalo (LIU et al., 2018; SCHULTZ, 2016). Além do controle do movimento,
esta via esta envolvida também com processos relacionados a motivacao,

memoria de trabalho, atencéo e aprendizado (LOHANI et al., 2018) (Figura 6).
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Figura 6: Esquema da via dopaminérgica nigroestriatal. As linhas em vermelho representam as
projecdes dos corpos celulares da substancia negra (SNpc) para o estriado (formado pelo
caudado e putdmem) [Dauer e Przedborski (2003)]

Na via em questdo, a DA liberada no estriado se liga a receptores pés-
singpticos D1 e D2, permitindo a manutencdo do equilibrio e controle do
movimento (VELAZQUEZ-PANIAGUA et al., 2016). Ao se ligar nestes receptores
0 neurotransmissor estimula 2 vias distintas que se convergem chamadas de via
‘direta’ e ‘indireta’ e é através da modulacdo destas que o controle motor é
realizado (MCCUTCHEON; ABI-DARGHAM; HOWES, 2019).

Na via direta a dopamina se liga a receptores do tipo D1, enquanto a que
na via indireta se liga a receptores do tipo D2 (YAPO et al., 2017). Vale ressaltar
gue ambas populacdes de receptores sdo coativos quando a dopamina alcanca
o estriado (LINDAHL; HELLGREN KOTALESKI, 2016).

Na via direta quando os receptores D1 sdo estimulados e as células que
possuem estes produzem gaba (neurotransmissor inibitorio, em geral) que €&
liberado no globo palido interno (GPi) e os neurbnios daqui se comunicam com

o talamo (TAL), que por sua vez se conecta com o cOrtex motor (CM)



31

aumentando a atividade motora. O GPi inibido pelos neurdnios dopaminérgicos
do estriado (visto que este produz gaba) nao libera gaba no TAL, deixando-o
ativo. Este por sua vez produz glutamato (neurotransmissor excitatério) e os
libera no CM aumentando sua atividade (BAMFORD; WIGHTMAN; SULZER,
2018; MAIA; FRANK, 2017; PLANERT; BERGER; SILBERBERG, 2013) (Figura
7).

Ja na via indireta os receptores D2 do estriado, estimulados pela
dopamina faz que os neurdnios desta area produzam gaba semelhante ao que
ocorre na via direta. Porém nesta via a comunicacéo do estriado é feita com o
globo palido externo [(GPe), produtor de gaba], este se comunica com o nucleo
subtalamico [(NST), produtor de glutamato]. O NST entdo envia projecdes para
o GPi que transmite informacdes para o TAL e este com o CM, sendo estes 2
ultimos passos semelhantes ao ocorrido na via direta. Com o GPe inibido pelo
estriado, 0 NST permanece ativo e estimula (através do glutamato) o GPi. Este
estimulado, produz gaba e o libera no TAL inibindo-o. Esta inibicdo faz que este
nao libere glutamato no CM, diminuindo assim a atividade motora (LINDROOS
et al., 2018; MCCUTCHEON; ABI-DARGHAM; HOWES, 2019). Desta maneira
a DA exerce efeito excitatorio pela via direta e inibitorio pela via indireta
(PLANERT; BERGER; SILBERBERG, 2013) (Figura 7).

EM pacientes com a DP, as concentragdes alteradas de DA, acarreta o
efeito aposto. Ha diminuicdo da ativacao da via direta e uma superativacdo da
via indireta, levando a diminuicdo do movimento (PLANERT; BERGER,;
SILBERBERG, 2013).
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Figura 7: Esquemas das vias diretas e indiretas em pacientes saudaveis e acometido com
doenca de Parkinson. D1 = receptor dopaminérgico tipo D1, D2 = receptor dopaminérgico tipo
D2, GPe = globo palido externo, GPi = globo palido interno, NST = nucleo subtalamico, TAL =
talamo, SNpc = substancia negra parte compacta [Adaptado de Pretegiani; Optican, (2017)].

2.5 Modelos animais da doenca de Parkinson

Nos dias de hoje existem varios modelos experimentais da DP que séo
utilizados para melhor entender como se origina e se desenvolve a patologia
(RECKZIEGEL et al.,, 2016). Com o avanc¢o da ciéncia, os modelos mais
recentes focam em super-expressdo ou nocaute de genes que podem estar
envolvidos com a DP, porém modelos mais classicos, baseados na deplecéo da
dopamina ainda possuem grande validade, principalmente na questdo de
acompanhar a progressao da doenca semelhante ao observado em pacientes
(LEAO et al., 2015; VISANJI et al., 2016).

As descobertas realizadas em modelos animais tém servido como base
no direcionamento de novas abordagens terapéuticas, formas de tentar intervir
na progressao ou ‘simplesmente” melhorar o entendimento a respeito da DP
(BENTEA; VERBRUGGEN; MASSIE, 2016; VISANJI et al., 2016).
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O primeiro modelo experimental utilizado em pesquisas da DP foi
descoberto pelo pesquisador Carlsson e sua equipe em 1957 (OBESO et al.,
2017). Os estudiosos perceberam que seus pacientes hipertensos, apoés
tratamento com reserpina (RES) comecavam a exibir comportamentos
semelhantes aos de pacientes com DP (FAHN, 2015). Além disso, perceberam
que os sintomas eram revertidos apos o tratamento com L-DOPA (ARREOLA et
al., 2016; DUTY; JENNER, 2011).

A reserpina (RES) € um alcaloide, retirado das raizes da espécie
Rauwolfia serpentina, conhecida principalmente na india por suas propriedades
medicinais. Na década de 40 era usada como potente anti-hiperpertensivo, além
de apresentar também propriedades calmante e depressora do SNC,
principalmente sobre o sistema adrenérgico e dopaminérgico (PANDEY;
RADHA; DEY, 2016). Por anos, a droga foi usada no tratamento contra
transtornos mentais, como por exemplo esquizofrenia e paranoia. Contudo foi
trocado por medicamentos menos toxicos (KUMAR et al., 2016; NUR; ADAMS,
2016).

A relacdo da RES com os sintomas da DP ocorre devido a ela se ligar
de maneira irreversivel ao VMAT, inibindo a fungéo desta proteina de envelopar
a DA para que esta seja levada ao terminal sinaptico para posterior liberacéo
(NUR; ADAMS, 2016; YAFFE et al., 2016). Com o acumulo da monoamina no
meio intracelular, a mesma passa a ser degradada pela MAO, contudo essa
degradacdo acarreta no aumento do estresse oxidativo (DI GIOVANNI et al.,
2016). Isso acarreta em menos DA circulando, o que posteriormente levara ao

aparecimento gradativo das alteracbes motoras como ocorre na DP.

Lee et al., (2015) relataram que o tratamento com RES é capaz de
diminuir a quantidade de TH na substancia negra, que por sua vez ocasiona a
diminuicdo da DA. Além disso, estudos tem mostrado os efeitos da reserpina
sobre o sistema dopaminérgico, incluindo déficits motores e ndo motores, a
exemplo depressdo e ansiedade, semelhante ao que ocorre na DP
(FERNANDES et al., 2012; LEAO et al., 2015; SANTOS et al., 2013). Por esses
motivos a RES mimetiza bem a progresséo patologica da DP (DUTY; JENNER,
2011) (Figura 8).
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Figura 8: Mecanismo de acdo da reserpina sobre os neurbnios monoaminérgicos. EROs
espécie reativa de oxigénio, VMAT = transportador vesicular de monoaminas, DAT
transportador de dopamina, NAT = transportador de noradrenalina, SERT = transportador de
serotonina [Leal et al. (2016)].

Contudo, os efeitos da reserpina sobre a neurodegeneracéo
dopaminérgica ainda ndo sdo completamente compreendidos (RECKZIEGEL et
al., 2016). Porém, o modelo é bastante valido para se estudar mecanismos
especificos que ocorrem na doenca e de bastante relevancia para estudos de
intervencdes neuroprotetoras (EL-GHAZALY et al., 2015; LEAL et al., 2016).

Além disso, a maioria dos trabalhos realizados com roedores em
modelos animais da DP, utilizam animais muito jovens ou adultos. Entretanto a
doenca de Parkinson é uma patologia que como dito atinge majoritariamente
individuos de idade avancada, desta maneira 0 uso de animais idosos talvez seja
0 mais adequado para se estudar a evolucdo da doenca. Desta forma se faz
necessario o estudo para verificar se a idade dos animais é um fator

determinando no desenvolver do modelo em questao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Interferéncia da idade na progressédo de parkinsonismo no modelo da

reserpina em ratos.

3.2 Objetivos especificos

* Analisar a progressividade das alterac6es motoras de animais idosos em

um modelo de parkinsonismo induzido por reserpina;

+ Examinar a suscetibilidade de animais idosos sobre a perda de peso

causada pela administracdo de reserpina;

» Auvaliar a susceptibilidade dos animais idosos aos efeitos deletérios da
reserpina na quantidade de TH na substancia negra, estriado e area

tegumentar ve ntral,

« Avaliar a reversao das alteragcdes motoras, na concentracdo de TH e no

peso apoés a interrupgdo do tratamento com reserpina.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Animais

Foram utilizados 36 animais da espécie Rattus novergicus heterogénicos
da linhagem Wistar machos, pesando entre 300 e 500 gramas com 6 a 8 meses
(n=18) e 18 a 24 meses de idade (n=18), sendo estes provenientes do biotério
setorial do Departamento de Fisiologia da Universidade Federal do Sergipe
(UFS). A idade dos animais considerados idosos, foram baseadas em estudos
prévios, a citar Norrara et al., (2018) e Zaman et al., (2008).

Os animais foram mantidos no biotério alojados em gaiolas (33 x 40 x 17
cm), com 3 a 4 animais por gaiola. Os animais foram mantidos sob ventilagcéo e
temperatura controladas (22+ 2°C), com ciclo claro/escuro de 12h/12h e acesso

livre & agua e comida.

Os animais utilizados neste estudo foram tratados de acordo com os
principios éticos estabelecidos pela lei brasileira para o uso de animais em
pesquisas n° 11.794, de 8 de outubro de 2008 (Lei Arouca) e Resolucéo
Normativa CONCEA 26/2016. Todos os procedimentos experimentais foram
analisados e previamente aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
da UFS (CEPA/UFS) sob o protocolo de niumero 82/2018 (Anexo |). Todos 0s
esforcos foram realizados para minimizar o nimero 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%; Cloridrato de cetamina (Ketamina®, Agener Uni&o),
Cloridrato de xilazina (Calmiun®, Agener Unido) e Reserpina (RES) (Sigma
Chemical Co. St. Louis, MO) 99,95%.
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4.3 Procedimentos Gerais

Os animais foram submetidos a um periodo de 5 minutos de
manipulacdo, diariamente, durante 5 dias antes do inicio dos experimentos. A
finalidade desse procedimento foi habitua-los ao toque e a presenca do

experimentador.

Todos os experimentos foram realizados, preferencialmente, no mesmo
horéario (12:00 — 16:00 p.m.). Entre as sessdes nos testes comportamentais 0s
aparelhos foram limpos com uma solugéo de etanol a 10% para evitar possiveis
pistas de odores deixadas por outro animal. Os parametros comportamentais do
teste de campo aberto foram quantificados por um programa de rastreamento de

animais (Anymaze, Stoelting, EUA).

A RES (pureza 99,95%) foi preparada da seguinte forma: Inicialmente foi
pesado 0,05g de reserpina que foi dissolvida em 50 uL de &cido acético glacial
e em seguida diluida em 50 mL agua destilada. A solucao controle consistiu no
mesmo volume de acido acético e agua como na solucdo de reserpina, sendo

50 uL de acido acético em 50 mL da solugéo.

4.4 Delineamento Experimental

Os 36 ratos utilizados foram divididos inicialmente em 2 grupos idosos e
adultos e estes foram subdivididos em animais controle e animais reserpina.
Dessa forma, obtivemos ao total 6 grupos com 6 animais por grupo: CONTROLE-
IDOSO (ClI) (n=6), RESERPINA-IDOSO (RI) (n=6), RESERPINA-IDOSO
ABSTINENCIA (RI-ABS) (n=6) CONTROLE-ADULTO (CA) (n=6) e
RESERPINA-ADULTO (RA) (n=6), RESERPINA-ADULTO ABSTINENCIA (RA-
ABS) (n=6).

O termo ABS é referente a abstinéncia, visto que 0s animais desse grupo
pararam de receber injecdes de reserpina do dia 30 ao dia 60 do experimento.
Todos os animais receberam 15 injecOes (via subcutanea) de reserpina (0,1

mg/kg) ou veiculo administradas a cada 48 horas por 30 dias. No trigésimo dia,
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0s animais dos grupos Rl e RA foram eutanasiados por perfuséo intracardiaca.
Ja os animais dos grupos CI e CA, juntamente com os animais RI-ABS e RA-
ABS continuaram no protocolo experimental por mais 30 dias.

No sexagésimo dia, os animais dos grupos Cl, RI-ABS, CA, RA-ABS
foram eutanasiados da mesma maneira mencionada. No decorrer dos dias, 0 ao
60, os animais foram pesados a cada 4 dias afim de obter controle do peso dos
mesmos e para fins de ajuste de volume de administracéo. Apds a perfuséo, os
encéfalos dos animais foram removidos e utilizados em analises

imunohistoquimicas para tirosina hidroxilase.

Objetivando facilitar o entendimento dos resultados, tantos os animais
reserpina que foram sacrificados no dia 30 (RES) quanto os do dia 60 (RES-
ABS), estdo nomeados como RES apenas, visto que até o dia 30 tanto os
animais RES quanto os RES-ABS receberam exatamente o mesmo tratamento
sob 0 mesmo protocolo. Além disso, as analises dos dados foram realizadas em
dois blocos, dia 0 ao 30 e 32 ao 60, mas para melhor visualizagc&o dos resultados,
os dois graficos foram unidos numa Unica imagem. Essa manobra foi realizada
afim de evitar poluir a apresentacéo dos dados obtidos, porém isso foi realizado

apenas nas avaliacfes comportamentais.

Ao longo do experimento, todos os animais, adultos e idosos, foram
submetidos as seguintes avaliacbes comportamentais: Teste de catalepsia,
realizado a cada 48 horas e atividade geral do campo aberto, realizado 24 horas
apos a administracdo da segunda injecao de reserpina ou veiculo, o desenho
experimental pode ser observado na Figura 9.

O teste de atividade geral no campo aberto foi realizado numa fase inicial
da administracdo de reserpina com o intuito de verificar se os animais de idade
avancada apresentam resultado alterados em comparagdo com animais mais
jovens. Vale ressaltar que estudos anteriores em animais adultos mostram que
no mesmo periodo, 0s animais tratados com reserpina ndo apresentam
diferencas do controle, entretanto um dos objetivos do presente estudo &
justamente ver se os animais idosos diferem dos mais jovens nas tarefas

realizadas.
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Figura 9: llustracdo esquematica do delineamento experimental.

4.5 Testes Comportamentais
4.5.1 Teste de Catalepsia

A catalepsia € definida como um estado comportamental caracterizado
por auséncia de movimento e rigidez muscular que pode ser induzido
experimentalmente por uma deplecdo de dopamina, que ocorre apdés o
tratamento com reserpina (GERLACH; RIEDERER, 1996). O comportamento de
catalepsia foi avaliado a cada 48 horas, colocando-se o animal com ambas as
patas dianteiras sobre uma barra horizontal de vidro elevada a 9,0 cm da
superficie de apoio das patas traseiras (Figura 10). O tempo de permanéncia
nesta posigéo foi considerado como medida da catalepsia e foi mensurada a
laténcia para o animal realizar um movimento de retirada da pata dianteira da
barra ou movimento da mesma pata para ajuste de postura. Os animais foram
submetidos trés vezes consecutivas ao aparato até um limite de 180 segundos
e para cada dia foi realizado um média do tempo durante as trés tentativas
(SANTOS, 2013).
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Figura 10: llustragcdo do aparato usado para a realizacao do teste de catalepsia (Fonte:
producéo prépria).

4.5.2 Atividade Geral em Campo Aberto

O campo aberto € um teste utilizado para avaliar o comportamento
locomotor e exploratério dos animais, podendo ainda ser utilizado para analises
de comportamento do tipo medo/ansiedade. A estrutura do campo aberto é feita
com uma caixa d"agua de acrilico, de interior pintado de preto, para aumentar o
contraste e favorecer o reconhecimento do animal pelo programa, e com
dimensdes de 80 cm de diametro e 40 cm de altura (Figura 11). Os animais
foram colocados no centro do aparato e permaneceram nele por 5 minutos para
livre exploracdo. Uma camera, conectada a um computador, foi colocada sobre
0 campo aberto a uma altura de 230 cm, e 0s parametros comportamentais foram
registrados por um programa de rastreamento de animais (Anymaze, Stoelting,
EUA). Os seguintes parametros foram avaliados: 1- Distancia total percorrida, 2
— Distancia percorrida na zona central, 3 — Tempo gasto na zona central e 4-
NUmero de eventos de rearing, o rearing € um comportamento, no qual o animal
Se apoia nas patas traseiras e eleva seu corpo para realizar um movimento de



41

exploracédo vertical. Cada animal foi avaliado individualmente e o aparato limpo

com uma solucéo de etanol a 10% entre os testes (SANTOS et al, 2013).

—

Figura 11: llustragdo do aparato usado para a realizacdo do Campo Aberto (Fonte: producao
propria).

4.6 Avaliacédo do Peso

Ao longo do experimento foram realizadas medidas do peso dos animais
a cada quatro dias. Essa medicéo teve a finalidade de acompanhar alteracdes
do peso referente a administracdo de reserpina, além de ser o padrao utilizado
para ajuste de volume administrado no decorrer do trabalho.

Para a obtencé&o do valor de peso perdido em porcentagem, foi utilizada

a seguinte formula:
% de peso = (PA/PB) x 100

Onde PA é referente ao peso atual e PB € 0 peso basal, ambos em

gramas.
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4.7 Perfusdo dos Animais

Ao final dos testes comportamentais realizados nos 30° e 60° dias, os
animais foram anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetamina (100
mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg) intraperitoneal. Com o animal
completamente anestesiado e imobilizado foi realizado um acesso a cavidade

toracica seccionando-se a pele e partes moles.

Ao se expor a cavidade abdominal foi feita uma incisdo no diafragma
para exposicdo do coracdo. Os animais foram perfundidos de forma
intracardiaca com tampéao fosfato salina (TFS; pH 7,2-7,4) para a lavagem dos
vasos, por 5 minutos, e, posteriormente, com paraformaldeido 4% (PFA) em
tampao fosfato (pH 7,4; 100 mM), por 10 minutos, para fixacao do tecido. Apés
a perfuséo, os encéfalos foram removidos e mergulhados em PFA a 4%, a 4°C,
por 24 horas. Em seguida, os encéfalos foram crioprotegidos por 48 horas em

sacarose a 30% a 4°C.

Apos a perfusdo dos animais, as carcacas foram depositadas em sacos
plasticos apropriados e armazenadas no freezer de coleta de material biolégico
situado no biotério do Departamento de Fisiologia da UFS, para posterior
recolhimento durante a coleta de lixo especializada. Os residuos perfuro-
cortantes foram armazenados em caixas de perfurocortantes 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
seccgdes frontais de 50 ym, as quais foram distribuidas sequencialmente em 5
compartimentos, em um meio liquido contendo solucéo anticongelante. Cada um
desses compartimentos correspondeu a 1 de 5 secc¢bes, de maneira que a
distancia entre uma seccéao 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.
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4.8 Imunohistoquimica paratirosina hidroxilase (TH)

A bateria de imuno-histoquimica consistiu nos seguintes passos: 1)
lavagem dos tecidos em tampéao fosfato (TF) 0,1 M, pH 7,4, quatro vezes, por
cinco minutos cada; 2) lavagem dos tecidos em TF + agua oxigenada (H202),
para blogueio da peroxidase enddgena, por vinte minutos; 3) repeticdo do
procedimento 1; 4) lavagem do material em leite desnatado, para blogueio de
ligacBes inespecificas, durante quinze minutos; 5) encubacdo dos tecidos no
anticorpo primario monoclonal anti-TH produzido em coelho (1:1000; Santa Cruz
Biotechnology, U.S.A); diluido em Triton-X 100 e mantidos overnight (de 12 horas
a 18 horas) em agitador automatico; 6) repeticdo do procedimento 1; 7)
incubacdo dos tecidos no anticorpo secundario biotiniliado anti-anticorpo
primério para TH (anti-coelho produzido em cabra, Sigma Chemical Company,
concentracdo de 1:1000, diluido em Triton-X 100 e mantido sob agitacédo
automatica por duas horas; 8) repeticdo do procedimento 1; 9) incubacao do
material no ABC (Complexo Avidina-Biotina, ABC Elite kit, Vector Labs,
Burlingame, EUA concentragdo de (1:1000), diluido em Triton-X 100 0,4% +
NaCl 0,9%, e mantido no agitador por duas horas; 10) repeticdo do procedimento
1; 11) revelacdo do material por meio de lavagens dos tecidos em uma solucdo
de Diaminobenzidina (DAB) + H202; 12); repeticdo do procedimento 1; 13)

montagem do tecido em laminas gelatinizadas.

ApoOs a montagem, o material foi reidratado, intensificado em tetroxido
de 6smio 0,1% e submetido a uma bateria de desidratacdo em alcool e xilol. As

laminas foram cobertas com meio de montagem e fixacdo de uma laminula.

Todos os procedimentos acerca da realizacdo da perfusdo e da
imunohistoquimica, foram feitos seguindo protocolos realizados nos trabalhos de
Bispo et al., (2019) e Lins et al., (2018).

4.9 Aquisicdo de imagens e contagem de células

As laminas foram fotografadas em um microscopio optico (Nikon Eclipse

Ci-S, Nikon Corporation inc., Japan), com camera fotografica digital acoplada
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(Ds-filc, Nikon Corporation inc., Japan) e programa de computador especifico

para essa finalidade (Ds-U3, Labconco Corporation inc., EUA).

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 marcadas nos tecidos. A contagem de células foi realizada em 4
seccOes de cada animal e o numero de células para cada um deles corresponde

a meédia entre as 4 secc¢les analisadas.

As éareas analisadas foram a SNpc e a &rea tegumentar ventral. Todas
as células marcadas para TH da area de interesse foram contadas usando o
software Image J (versdo 1.46i, NIH) e a delimitacdo da area foi realizada com
base no atlas de Paxinos e Watson (2007). Todas as contagens foram realizadas
de forma “cega”, em que o experimentador ndo 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.

4.10 Avaliacdo da Densitometria Optica Relativa — DOR

Para a analise da DOR, as imagens foram obtidas em um mesmo
momento, submetidas a uma mesma intensidade de luz, sem passar por
qualquer modificacdo de brilho e contraste, uma vez que os valores em pixels
encontrados em cada imagem correspondem a uma intensidade maior ou menor
de marcacéo de determinada substancia no tecido analisado. A area analisada
nessa avaliacdo foi Estriado Dorsal e todas as imagens foram analisadas no
programa Image J (verséao 1.46i, NIH).

Cada animal foi representado por 4 imagens consecutivas para cada
area. Na mesma imagem também foi selecionado um campo de igual tamanho
em uma area controle, com pouca ou quase nenhuma marcacao de TH no tecido.
O numero médio de pixels calculados nos trés campos de interesse foi subtraido
do numero de pixels da area controle no mesmo tecido. Assim como na

contagem de células, os valores para cada animal foram normalizados pela
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meédia dos valores obtidos nos animais pertencentes ao grupo controle de cada

etapa.

4.11 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 e alteragéo do peso foi utilizada a ANOVA de 2
vias de medidas repetidas, seguida do pos-teste de Fisher’s. No teste do campo
aberto e Imunohistoquimica para TH foi utilizada a ANOVA de 2 vias, seguida do
pos-teste de Fisher’s. Os dados apresentados foram expressos em média * erro
padrdo da média (x E.P.M.), com nivel de significancia de p < 0,05 para
diferengas significativas. As analises foram realizadas com a utilizacdo do

software Graphpad Prism 6.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Comportamento de catalepsia

A ANOVA de duas vias de medidas repetidas revelou efeito do tempo
(dias de tratamento) [F(15, 510)=31,59, p<0,0001], tratamento [F(3, 34)=20,45,
p<0,0001] e interacéo tempo x tratamento [F(45, 510)=8,022, p<0,0001] para o
bloco de 0 a 30 dias (Figura 12). Assim como efeito do tempo (dias de
tratamento) [F (14, 322) = 10,50, p<0,0001], tratamento [F(3, 23)=6,960,
p=0,0017] e interacéo tempo X tratamento [F(42, 322)=4,072, p<0,0001] para o
bloco de 32 a 60 dias (Figura 12).

O pos-teste de Fisher's LSD mostrou que do 12° ao 46° dia 0 grupo RES-
IDOSO (RI) apresentou aumento do tempo de catalepsia quando comparado ao
grupo CTR-IDOSO (CI) (p12=0,0051; p14=0,0007; p16=0,0010; p18<0,0001;
p20<0,0001; p22<0,0001; p24<0,0001; p26<0,0001; p28<0,0001 e p30<0,0001,;
p32<0,0001; p34<0,0001; p36<0,0001; p38=0,0005; p40=0,0037; p42=0,0402
p46=0,0050).

Do 18° ao 42° dia, o grupo RES-ADULTO (RA) permaneceu mais tempo
na barra quando comparado ao CTR-ADULTO (CA) (p18=0,0010; p20=0,0033;
p22<0,0001; p24<0,0001; p26<0,0001; p28<0,0001 e p30<0,0001; p32<0,0001;
p34=0,0327; p36=0,0315; p38=0,0126; p40=0,0344; p42=0,0048).

Ja do 12° ao 36° dia, os animais do grupo RI apresentaram maior
laténcia para inicio do primeiro movimento quando comparados ao grupo RA
(p12=0,0399; p14=0,0041; p16=0,0207; p18=0,0021; p20=0,0001; p22<0,0001;
p24=0,0009; p26=0,0001; p28<0,0001 e p30<0,0001; p32=0,0029; p34<0,0119;
p36=0,0154), como pode ser observado na figura 12.
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Comportamento de catalepsia
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Figura 12: Efeito da administracdo de reserpina (0,1 mg/kg) sobre alteracbes motoras no
comportamento de catalepsia em ratos adultos e idosos. Os valores sdo expressos como média
+ E.P.M. p a <0,05 quando RI é comparado ao CI; p b <0,05 quando RI é comparado ao RA; p ¢
<0,05 quando RA é comparado ao CA (ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de Fisher’s).

5.2 Atividade geral em campo aberto

Para atividade geral no campo aberto (CA), ANOVA de duas vias
mostrou que nao houve diferenca significativa, nos parametros: distancia total
percorrida {[interacdo (idade x tratamento) F(1, 12)=0,7056, p=0,4173], [idade F
(1, 12)=1,935, p=0,1895] e [tratamento F(1, 12)=3,058, p=0,1059] (figura 13A);
distancia percorrida na zona central percorrida {[interacéo (idade x tratamento) F
(1, 12)=0,02574, p=0,8752], [idade F(1, 12)=0,2188, p=0,6484] e [tratamento F
(1, 12)=0,009062, p=0,9257]} (figura 13B); tempo na zona central {[interacéo
(idade x tratamento) F(1, 12)=0,3927, p=0,5426], [idade F(1, 12)=0,04363,
=0,8380] e [tratamento F(1, 12)=0,003159, p=0,9561]} (figura 13C); nimero de
eventos de rearing {[interacdo (idade x tratamento) F(1, 12)=0,003713,
p=0,9524], [idade F(1, 12)=0,02021, p=0,8893] e [tratamento F(1, 12)=0,5968,
p=0,4548]} (figura 13D).
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Atividade geral no campo aberto
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Figura 13: Efeito da administracéo de reserpina (0,1 mg/kg) sobre a atividade motora de animais
adultos e idosos no campo aberto. Em A - distancia total percorrida; B — distancia percorrida na
zona; C — tempo na zona central e D- numero de eventos de rearing. Nao houve efeito da
reserpina sobre os parametros acima citados. Os valores sdo expressos como média + E.P.M.

5.3 Alteracdes de Peso

A ANOVA de duas vias de medidas repetidas mostra efeito da interacao
(tempo x tratamento/idade) [F(18, 204)=2,357, p=0,0021], tempo [F(6,
204)=4,620, p=0,0002] e tratamento/idade [F(3, 34)=5,075, p=0,0052] para o

bloco de 0 a 30 no peso dos animais.

Para o bloco de 32 a 60, ANOVA de duas vias de medidas repetidas
revelou efeito da interacdo (tempo x tratamento/idade) [F(21, 147)=4,072,
p<0,0001], tempo [F(7, 147)=6,400, p<0,0001] e tratamento/idade [F(3, 21)=
5,270, p=0,0072].

O pos-teste de Fisher's LSD mostrou que do 12° ao 48° dia, 0 grupo RA

apresentou diminuicdo no peso corporal se comparado ao grupo CA (pl2=
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0,0249; pl16= 0,0084; p20= 0,0031; p24= 0,0006; p28< 0,0001; p32= 0,0003;
p36< 0,0001; p40< 0,0001; p44= 0,0145 p48= 0,0316). Do 16° ao 52° e no 60°
dia o grupo RI apresentou diminuicdo do peso corporal se comparado ao CI
(p16= 0,0365; p20= 0,0147; p24= 0,0041; p28= 0,0098; p32= 0,0073; p36=
0,0035; p40= 0,0032; p44= 0,0150 p48= 0,0357; p52= 0,0434, p60= 0,0416)
(figura 14).

Peso corporal
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Figura 14: Efeito da administracdo de reserpina (0,1 mg/kg) sobre a alteragdo do peso em ratos
adultos e idosos. pA < 0,05, comparando RI x CI, pC < 0,05, comparando RA x CA. Os valores
sdo expressos como média +E.P.M. (ANOVA de duas vias seguido do pds-teste de Fisher’s).

5.4 Imunohistoquimica para tirosina hidroxilase (TH)

Para o niumero de neurdnios TH positivos (TH*) na SNpc, a ANOVA de
duas vias nao revelou efeito da interacdo {[(idade x tratamento) F(2, 12)=1,161,
P=0,3461]}, porém mostrou efeito da idade [F(1, 12) = 41,34, p<0,0001] e do
tratamento [F(2, 12)=10,36, p=0,0024] (figura 15). O pés-teste de Fisher's LSD

mostrou que os animais dos grupos RA e Rl apresentaram diminui¢do no numero
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de neurénios TH* quando comparados a seus respectivos controles (p=0,0009 e
p=0,0032, respectivamente). Foi observado ainda, que o grupo RI apresentou
menores niveis de TH quando comparado ao grupo RA-ABS (p=0,0313). Além
disso, foi observado diminuicdo de TH no grupo RI-ABS quando comparados ao
Cl (p=0,0093).

Em relacdo ao numero de neurbnios TH positivos (TH*) em VTA, a
ANOVA de duas vias ndo revelou efeito da interacéo {[(idade x tratamento) F(2,
12)=0,7343, p=0,5002]}, nem da idade [F(1, 12)=4,484, p=0,0558], mas mostrou
efeito do tratamento [F(2, 12)=3,955, p=0,0479] (Figura 15). O pdés-teste de
Fisher's LSD mostrou que os animais RA apresentaram diminui¢cdo da marcacéo

para TH quando comparados ao CA (p=0,0166).
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Figura 15. Efeito da administracdo de reserpina (0,1 mg/kg) sobre o numero de células TH+ na
SNpc (A) e VTA (B) de ratos adultos e idosos. p a < 0,05, comparando RI x CI, p ¢ < 0,05,
comparando RA x CA, p d < 0,05, comparando RA x RA-ABS, p e < 0,05, comparando RI-ABS
x Cl. Os valores séo expressos como média + E.P.M. (ANOVA de duas vias seguido do pés-teste
de Fisher’s).

Para a analise da densidade Optica relativa no estriado dorsal, a a
ANOVA de duas vias revelou que ndo houve efeito na interacdo {[interacao
(idade x tratamento) F(2, 8)=1,905, p=0,2106]}, mas houve efeito da idade [F(1,
4)=55,07, p=0,0018] e do tratamento [F(2, 8)=18,46, p=0,0010] (figura 16). O
pos-teste de Fisher's LSD mostrou que os animais dos grupos RA e RI
apresentaram diminuicdo na densidade Optica relativa quando comparados a
seus respectivos controles (p=0,0026 e p=0,0043, respectivamente). Foi
observado também, que o grupo RA apresentou diminuicdo da DOR quando
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comparado ao grupo RA-ABS (p=0,0086). Além disso, foi observado diminuicéo
de TH no grupo RI-ABS quando comparados ao CI (p=0,0161).
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Figura 16. Efeito da administracdo de reserpina (0,1 mg/kg) sobre a densidade 6ptica relativa no
estriado dorsal em ratos adultos e idosos. p a < 0,05, comparando RES idoso x CTR idoso, p ¢
< 0,05, comparando RES adulto x CTR adulto, p d < 0,05, comparando RES adulto x RES-ABS
adulto, p e < 0,05, comparando RES-ABS idoso x CTR idoso. Os valores sdo expressos como
média + E.P.M. (ANOVA de duas vias seguido do pés-teste de Fisher’s).
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CTR
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Figura 17. Imagens representativas do nimero de neurénios TH+ na Substancia Nigra parte
compacta de animais adultos e idosos que receberam veiculo de reserpina (CTR), reserpina
(RES) e apo6s cessar a administracéo de reserpina por 30 dias (RES-ABS). Barra de escala: 200
pum.
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Figura 18. Imagens representativas do nimero de neurbnios TH+ na Area tegumentar ventral
de animais adultos e idosos que receberam veiculo de reserpina (CTR), reserpina (RES) e ap6s
cessar a administracé@o de reserpina por 30 dias (RES-ABS). Barra de escala: 200 um.
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Figura 19. Imagens representativas do numero de neurénios TH+ do Estriado dorsal de animais
adultos e idosos que receberam veiculo de reserpina (CTR), reserpina (RES) e ap6s cessar a
administragdo de reserpina por 30 dias (RES-ABS). Barra de escala: 200 ym
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho nos investigamos o efeito do envelhecimento sobre
a progressividade das alteracbes motoras, emocionais e neuroquimicas
causadas pela administracdo repetida de baixas doses de RES em ratos. Nés
observamos que os animais idosos apresentaram um maior comprometimento
motor no teste de catalepsia. Esse comprometimento foi acompanhado de uma
menor marcacgao para TH em areas motoras, como SNpc e STR. Vale ressaltar
que os animais idosos apresentaram inicio de alteracdes motoras, na catalepsia,
antes dos animais adultos. Também foi observada uma redugédo do peso dos
animais adultos e idosos tratados repetidamente com RES. Entretanto, apés a
interrupcdo do tratamento, apenas os animais do grupo adulto, tratados com

RES, recuperaram o peso.

A DP é uma enfermidade conhecida principalmente pelos seus sintomas
motores cardinais, entre eles bradicinesia (lentiddo), instabilidade postural,
rigidez e tremor (AARSLAND et al., 2017; WYLIE et al., 2012), que s&o os sinais
usados para diagnosticar a doenca (YOUNG et al.,, 2016). Essas alteracdes
motoras tem sido amplamente estudada em modelos animais, entre eles, pode-
se destacar o modelo da reserpina, que causa deplecdo de monoaminas (ZENG;
GENG; JIA, 2018; ZHANG et al., 2018). A RES inibe irreversivelmente a proteina
VMAT, o que causa a diminuicdo de dopamina, noradrenalina e serotonina na
fenda sindptica. Consequentemente, 0S animais passam a apresentar
comportamentos similares aos de pacientes com a DP (RECKZIEGEL et al.,
2016). Um ponto interessante do modelo é que, por ser um modelo progressivo,
este mimetiza melhor a natureza progressiva da patologia em humanos
(VISANJI et al., 2016).

Fernandes et al.,, (2012), administrando repetidas doses de RES,
observaram alteracdo motora progressiva em ratos, no teste de catalepsia. Esse
teste avalia a laténcia do animal para realizar o primeiro movimento e tem sido
amplamente utilizado para avaliar o comportamento motor em modelos animais
da DP (LEAO et al., 2015). Resultados semelhantes aos apresentados por
Fernandes et al., (2012), foram observados por Bispo et al., (2019), Ledo et al.,
(2017), Lins et al., (2018) e Santos et al., (2013). No presente trabalho,
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corroborando os dados ja apresentados na literatura, a administracao repetida
de RES na dose de 0,1 mg/kg causou aumento progressivo do prejuizo motor
observado no teste de catalepsia.

Adicionalmente, quando comparados animais adultos e idosos tratados
com RES, os idosos foram mais suscetiveis aos efeitos deletérios causados pela
RES, na catalepsia, quando comparado aos animais adultos. No grupo RI as
diferencas comecaram a surgir no 12° dia (48 horas apds a 5° injecdo de RES)
e se estenderam até o 46° dia (18 dias ap0s a ultima administracdo de RES),
quando comparado ao seu controle (Cl). Ja no grupo RA as alterac¢des iniciaram
no dia 18 (48 horas apos a 9° injecao de RES) e permaneceram até o dia 42 (14
dias apos a ultima injecdo de RES) dia quando comparado ao seu controle (CA).
Sendo assim, a idade avancada dos animais (18 a 24 meses) induziu prejuizo
motor precoce e pior capacidade motora na tarefa, quando comparados aos
animais adultos (6 a 8 meses).

Abilio et al., (2004) relataram que a RES pode causar alteracdes motoras
relacionadas a idade o que pode resultar de uma maior sensibilidade a estresse
oxidativo devido a idade avancada. Em complemento, Holmes et al., (2016)
relataram que a perda do equilibrio entre agentes antioxidantes e ERO é de
grande importancia na evolucdo de doencas neurodegenerativas.
Possivelmente, em nosso estudo, a senescéncia dos animais foi a responsavel
pela perda motora precoce no teste de catalepsia. Essa hipétese também é
corroborada pelos resultados observados quanto a magnitude do prejuizo motor

nos animais idosos, quando comparados aos adultos.

Vale ressaltar que o modelo de parkinsonismo induzido por reserpina,
na dose de 0,1 mg/kg apresenta reversibilidade das alteracbes motoras. No
presente estudo, no trigésimo dia (48 horas apos a 15° injecdo) metade dos
animais RES de cada um dos grupos (a lembrar Rl e RA) pararam de receber a
droga. Ao cessar a intervengdo, o prejuizo motor continuou até o 46° dia (18 dias
apos a ultima injecdo de RES) no grupo Rl e até 0 42° dia (14 dias ap0s a ultima
injecdo de RES) no grupo RA, mostrando uma maior suceptibilidade dos animais
mais velhos ao modelo. Apos esses dias 0os animais RES ndo apresentaram mais
diferencas se comparados aos seus respectivos controles. Semelhante ao que

observamos, Santos et al., (2013) observaram que em animais adultos a
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reversibilidade da perda motora ocorreu 20 dias ap0s cessar a administracao da
RES.

O avanco da idade é um fator de risco para a DP (MITRA et al., 2016).
Acredita-se que o0s hormobnios sexuais possuem papel importante nessa
susceptibilidade. Com o envelhecimento, ha também queda dos niveis de
horménios sexuais associados a andropausa e menopausa (WANG et al., 2016).
Esse declinio pode induzir modificacdes deletérias no sistema nervoso central
(SNC), sendo este, um fator importante para a ocorréncia das doencas
neurodegenerativas (DUARTE et al., 2016). Estudos como os de Khasnavis et
al., (2013), Quillinan et al., (2014) e Soultanov et al., (2016) j& mostram efeitos
positivos do tratamento hormonal sobre a neuroprotecdo. Além disso, Liu et al.,
(2010) relata que a manutencdo em concentracdes fisioldgicas de testosterona

confere protecao contra danos neurais.

Nesse sentido, no presente estudo, o fato dos animais adultos estarem,
provavelmente, com concentra¢cdes hormonais 6timas (devido a faixa etaria)
pode ter ocasionado neuroprotecdo ao grupo adulto que possibilitou melhora
motora poucos dias apO0s o cessar da administracdo da reserpina. Essa
inferéncia faz sentido, visto que os animais do grupo RA apresentaram também
prejuizo motor mais tardio e em magnitude menor se comparados aos animais
do grupo RI. Entretanto, seria necessarias dosagens hormonais sexuais para
comprovar a hipétese aqui levantada.

As alteragcbes motoras observadas aqui no presente trabalho foram
acompanhadas de uma redugcdo na marcagcao para TH na SNpc e no STR,
ndacleos envolvidos com o controle do movimento. Esses dados sé&o
corroborados pelos de Bispo et al., (2019), Leédo et al., (2017), Lins et al., (2018)
e Santos et al., (2013). A TH é uma enzima responsavel pela conversao de L-
tirosina em L-DOPA, passo vital para a producéo ndo apenas da dopamina, mas
também de todas as catecolaminas (ARREOLA et al., 2016) por esse motivo, a
inibicdo da TH pode causar também diminuicdo de todas as catecolaminas
(TRESEDER; JACKSON; JENNER, 2000) . Em humanos, a DP é caracterizada
pela morte de neurénio dopaminérgicos na SNpc, causando uma diminui¢éo da

dopamina nos nas areas afetadas por esse nucleo.
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Na via dopaminérgica também observamos um efeito marcante da idade
dos animais, uma vez que, animais idosos ndo recuperaram a quantidade de TH
na SNpc e no STR, enquanto animais adultos foram capazes de recuperar esse
parametro, 32 dias ap6s a Ultima administracdo de reserpina. E importante
observar também que quando comparados os grupos controles idosos e adultos,
0S mesmos ja apresentam diferencas quanto a imunorreatividade para TH,
sendo o grupo idoso o que apresenta menores valores. Esses resultados
mostram que, mesmo ha auséncia de inducdo de estados alterados, como o de
parkinsonismo, animais mais velhos apresentam um maior prejuizo na via
dopaminérgica. Esses dados coincidem com dados prévios da literatura que
mostram que em humanos idosos a concentracdo de TH € em média 15% mais
baixos que em individuos adultos (CAMPOLO et al., 2017). Além disso, nosso
achado corrobora ao trabalho de Norrara et al., (2018). No trabalho, observaram
que houve reducao gradual de TH em ATV e no nlcleo accumbens em animais
de 3 faixa etarias diferentes (3, 10 e 18 meses de idade).

Além das areas motoras, também avaliamos a marcacédo para TH em
ATV. Os animais adultos apresentaram uma redugcéo dessa marcagcao para 0s
animais que foram sacrificados 2 dias apos a 15 injecao, seguida por uma
recuperacdo parcial desse prejuizo 32 dias ap6s o fim do tratamento com
reserpina, uma vez que o grupo RA-ABS nao se difere do grupo CA. Nos animais
idosos essas alteracdes nao foram observadas. Entretanto, os animais do grupo
Cl ja apresenta uma reducao natural da marcacao da via dopaminérgica, quando
comparado ao grupo CA. Esse fator pode ter contribuido substancialmente para
gue nesse nucleo ndo observassemos reducdo de TH apds o tratamento com
RES. Possivelmente, esse nicleo, em animais idosos pode ter apresentado
maior resisténcia aos efeitos da reserpina, por apresentar maior protecdo dos
danos neurodegenerativas dopaminérgicos. Os dados obtidos por Alberico;
Cassell; Narayanan, (2015) confirmam essa nossa hipétese, em seu estudo, 0s
autores mostraram que na SNpc a diminuicdo de TH chega préximo de 70%,
engquanto que em ATV essa reducéo € menos acentuada, cerca de 53%.

Outro teste bastante utilizado em modelos animais é o teste de atividade
geral no campo aberto. O teste pode ser usado tanto para avaliacdo de

parametros motores espontaneos, quanto a nao motores, associados a
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comportamentos do tipo medo/ansiedade (PARK et al., 2018). No presente
estudo, néo foi possivel observar efeito do tratamento de reserpina em nenhum
dos parametros analisados (distancia total percorrida, distancia percorrida na
zona central, tempo na zona central e nUmero de eventos de rearing para ambas
as condic@es (adulto e idoso). Diante disso podemos afirmar que néo ha prejuizo
motor em estagios iniciais (24 horas ap0s a 2° inje¢do) da intervencdo. Esse
dado corrobora ao que encontramos na catalepsia, onde no mesmo periodo

também nao foi possivel observar prejuizo motor.

Resultados semelhantes ao nosso foi observado em estudos anteriores,
a citar Ledo et al., (2017), Santos et al., (2013) e Fernandes et al., (2012). Em
nenhum destes trabalhos foi possivel observar o efeito da RES em estagios
iniciais da intervencdo. Vale ressaltar que a dose, volume e regime de
administracdo de reserpina dos 3 trabalhos sao idénticos aos realizados no
presente trabalho. Curiosamente, mesmo quando o regime de administracao é
agudo o resultado observado € o mesmo. Peres et al., (2016), utilizaram animais
Wistar de 3 meses e administraram 2 injecdes de reserpina com intervalo de 48
h entre elas (intervalo igual ao realizado no presente trabalho). De manheira
semelhante ao nosso, 24 h ap6s a 2 administracdo de reserpina, 0s animais
foram submetidos ao teste e mesmo com uma dose superior a utilizada no nosso
trabalho, ndo foi observada diferenca entre o grupo reserpina e controle. De
Freitas et al., (2016) desenvolveram um trabalho realizando 4 injecdes de
reserpina em dias consecutivos e com doses diferentes em ratos Swiss, com
dose igual a utilizada no presente trabalho (0,1 mg/kg). No estudo de De Freitas
nao conseguiu observar efeito da reserpina no campo aberto em fases iniciais,

apenas uma dose dez vezes maior (1 mg/kg) induziu efeito.

Podemos inferir que esse resultado esta relacionado ao efeito gradual
da reserpina na deplecdo de monoaminas (FERNANDES et al., 2012). Dessa
forma a aplicacdo do teste numa fase muito inicial pode ter ocasionado o
comportamento inalterado dos animais. O estudo realizado por Leé&o et al.,
(2017) comprova essa hipétese. No trabalho, sob efeito da 2° injecdo néo foi
possivel ver diferencas entre reserpina e controle, corroborando ao que
observamos no nosso trabalho. J& sob efeito da 15° injegcdo essa diferenca
surgiu como observado por Bispo et al., (2019).
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A alteracdo do peso dos animais foi outro parametro avaliado no estudo.
Aqui foi possivel observar diminuicdo na porcentagem de peso dos animais que
receberam RES. A diferenca surgiu a partir do 20° dia (48 horas apo6s a 10°
injecdo de RES) e se estendeu até o final do experimento (32 dias apds a ultima
administracdo de RES) quando comparamos Rl com RA, mostrando que mesmo
apos suspencédo do tratamento a perda de peso nao foi revertida. J& quando
comparados os animais RA e CA os animais RES apresentaram diminui¢do do
parametro do dia 12 (48 horas apos a 6° injecdo) ao 48 (20 dias apos a ultima
injecdo). Favero et al., (2017) também observou perda de peso dos animais
tratados com reserpina apos 30 e apods 60 dias. Contudo no estudo a intervencao
foi realizada diariamente por 3 dias e com uma dose 10 vezes maior que a usada
no presente estudo. Wells et al., (2017) com protocolo semelhante também
demonstraram que 0s animais que receberam reserpina apresentaram
diminuicdo do peso corporal semanal. Apesar da curiosa perda de peso dos
animais destes trabalhos, com apenas 3 injecbes de RES, a literatura tem

mostrado possiveis fatores que podem ter ocasionado o fato.

Devido ao mecanismo de acdo da RES, diminuindo todas as
monoaminas, uma alta dose da droga é capaz de causar abrupta queda na
concentracdo de DA e serotonina (ZHANG et al.,, 2018). A perda desses
neurotransmissores pode acarretar um quadro de depresséo (LEAL et al., 2019)
associado a perda da motivacéo e do apetite (SCHULTZ, 2016; XIE et al., 2018).
Esses fatores, em conjunto, podem ter levado o animal a ndo buscar alimento,
ocasionando desta forma a perda de peso. Em complemento a nossa hipotese,
Minaiyan et al., (2015) que demonstraram que uma Unica dose alta de RES ja é
capar de induzir comportamento do tipo depressivo em ratos. Quando encerrada
a intervencédo com RES no 30° dia de experimento, os animais do grupo Rl n&o
apresentaram reversdo do parametro. Podemos levantar a hipétese de que com
a suspensao da intervencdo com reserpina, 0s parametros comportamentais vao
sendo normalizados por mecanismos compensatoérios, como relatado por Santos
etal., (2013). A suposicao faz sentido, quando se pensa que do 30° dia em diante
as concentragdes de TVMA véo sendo normalizados, levando a aumento da

neurotransmissdo monoaminérgica, que refletiu na gradual normalizacdo dos
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parametros relatados. Entretanto, para o ganho de peso, talvez mais tempo fosse

necessario para os animais regularizarem a ingestédo de alimentos.

Os achados do presente estudo, mostram que o0 modelo de
parkinsonismo induzido por baixas doses repetidas de reserpina apresenta
diferencas sobre a progressividade e reversédo, motora e da alteracédo de peso,
entre animais idosos e adultos. Observamos que animais mais novos
apresentam menor suscetibilidade a perda motora e de peso, acompanhadas de
menor diminuicdo de TH na SNpc, STR e VTA. Além disso, observamos também
que quando comparados 0s animais controles, ha uma natural diminui¢cdo de TH
nos idosos. Para compreender melhor as alteracdes sobre as situagdes proposta
do trabalho, faz-se necessario estudos complementares, a citar avaliacdo de
morte celular nas condi¢cdes propostas, avaliacdo dos niveis de hormonios
sexuais e uma possivel postergacdo do teste de campo aberto para verificar
guando alterac¢des do tipo emocionais comegam a surgir.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo, observamos que animais idosos foram mais
susceptiveis aos efeitos deletérios da administracéo repetida de baixas doses de
RES, observados no comportamento de catalepsia, no peso dos animais e na
quantidade de TH marcada em areas motoras. Além disso, animais idosos,
apesar de apresentarem reversibilidade das alteragcbes motoras na catalepsia,
nao apresentaram reversibilidade na marcacdo para TH na SNpc e no STR,
indicando que estes animais,no protocolo realizado, sdo incapazes de recuperar
0S prejuizos neuronais causados pela reserpina nas regides citadas apos cessar

a administragéo da droga.

8 Perspectivas

Diante dos resultados obtidos com o desenvolver do trabalho,
pretendemos investigar quais mecanismos em especifico podem estar
envolvidos com a producéo de resultados diferentes entre os animais idosos e
adultos. Exemplos de analises que podem ser realizadas € a dosagem hormonal
dos animais afim de verificar se as concentracbes de hormdnios circulantes
podem exacerbar ou atenuar os efeitos da reserpina. Pretendemos realizar
também analise da concentracao de enzimas antioxidantes e espécies reativas
de oxigénio para verificarmos como o estresse oxidativo pode afetar os
resultados. Além disso pretendemos também realizar analises
imunohistoquimica para caspase-3, um indicador de morte celular, e verificar se
ha morte celular no tecido nervoso dos animais e se ha diferenca do observado

entre ratos adultos e idosos.
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