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RESUMO

PARTICIPQCAO DOS RECEPTORES NORADRENERGICOS SOBRE AS
ALTERACOES MOTORAS E NEUROQUIMICAS EM UM MODELO
EXPERIMENTAL DE PARKINSONISMO

Introducao: A doenga de Parkinson (DP) € uma doenca multifatorial sem etiologia definida e
fisiopatologicamente caracterizada por morte progressiva de neurdnios dopaminérgicos. No
entanto, indicios mostram que disfuncdo noradrenérgica estd associada a progressdo da DP.
Além disso, estudos epidemioldgicos mostram que o uso de agonistas adrenérgicos B2 reduz o
risco para DP. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a participagdo dos receptores
noradrenérgicos frende aos déficits monoaminérgicos induzido por reserpina. Método: Foram
utilizados ratos Wistar de 6 a 8 meses de idade. Os animais foram divididos em seis grupos:
grupo controle (CTR); grupo reserpina (RES); grupo salbutamol (SALB); grupo reserpina-
salbutamol (RES-SALB); grupo propranolol (PRO); e grupo reserpina-propranolol (RES-
PRO). Todos os animais receberam 12 injecdes por via s.c. da solu¢ao RES (0,1 mg/kg) ou
veiculo (CTR) administradas durante 25 dias, uma a cada 48 horas. Apds o 16° (8*injecao de
RES), todos os animais foram tratados com SALB (5 mg/kg), PRO (20 mg/kg) ou veiculo por
via i.p., durante 8 dias, uma a cada 24 horas. Os animais foram submetidos aos testes
comportamentais de catalepsia I (realizada a cada 48 horas, ao longo de todo experimento),
catalepsia II (realizada no 16° dia, 30, 60, 120 minutos, 24 e 48 horas apds a 1* injecdo de SALB
e PRO), campo aberto (realizado no 16° dia, 60 minutos ap6s a 1* injecdo de SALB e PRO) e
movimentos orais (MOFS) (realizado no 16° dia, 120 minutos apds a 1* injecdo de SALB e
PRO, 18° e 24° dia) e 48 horas apds a ultima injecdo de RES, os animais foram anestesiados,
perfundidos e os encéfalos submetidos a imuno-histoquimica para tirosina hidroxilase (TH),
dopamina B-hidroxilase (DBH) e a-sinucleina (a-syn). Resultados: Observou-se que uma tnica
injecdo de SALB e PRO atenuou o aumento nos MOFS, mastigacdo no vacuo e protusdo de
lingua, induzido por RES. Enquanto a administracio repetida de SALB reduziu
progressivamente o tempo de catalepsia € PRO atenuou o aumento de MOFS, mastigacdo no
vécuo e tremor oral, induzido por RES. Em relac@o a expressdao imunorreativa, observou-se que
tanto SALB quanto PRO protegeu contra a redu¢do da imunorreatividade para TH na substancia
negra parte compacta (SNpc), drea tegmentar ventral (VTA - ventral tegmental area) e estriado,
bem como para DBH no locus coeruleus (LC) e contra o aumento da imunorreatividade para a-
syn na substancia negra reticulada (SNr), estriado, drea subventricular ventral (ASV), CAI,
CA3, giro denteado (GD e cortex pré-frontal medial (CPFm) provocado por RES. Conclusao:
Nossos resultados sugerem que a modulagdo dos RAB promove um efeito neuroprotetor sobre
as alteracdes motoras e neuroquimicas do modelo experimental de parkinsonismo induzido por
RES, uma vez que foi observada uma melhora na condi¢do motora e aumento na marcagao de
TH e DBH e redugdo de a-syn no modelo experimental de parkinsonismo.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson; noradrenalina; receptores noradrenérgicos, o-

sinucleina.
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ABSTRACT

PARTICIPATION OF NORADRENERGIC RECEPTORS ON MOTOR AND
NEUROCHEMICAL CHANGES IN AN EXPERIMENTAL PARKINSONISM MODEL

Introduction: Parkinson's disease (PD) is a multifactorial disease with no defined etiology and
pathophysiology characterized by progressive death of dopaminergic neurons. However,
evidence shows that noradrenergic dysfunction is associated with the progression of PD.
Besides, epidemiological studies show that the use of f2-adrenergic agonists reduces the risk
of PD. Therefore, this study aimed to evaluate the participation of noradrenergic receptors in
response to the monoaminergic deficit induced by reserpine. Method: Wistar rats (6- to 8-
month-old) were used. The animals were divided into six groups: control group (CTL);
reserpine group (RES); salbutamol group (SALB); reserpine-salbutamol group (RES-SALB);
propranolol group (PRO); and reserpine-propranolol group (RES-PRO). All animals received
12 subcutaneous injections of RES solution (0.1 mg/kg) or vehicle (CTL) throughout 25 days,
one every 48 hours. After the 16th day (8th injection of RES), all animals were treated
intraperitoneally with SALB (5 mg/kg), PRO (20 mg/kg) or vehicle for 8 days, one every 24
hours. The animals were submitted to behavioral tests of catalepsy I (performed every 48 hours,
throughout the experiment), catalepsy II (performed on the 16th day - 30, 60, 120 minutes, 24
and 48 hours after the 1st injection of SALB and PRO), open field (performed on the 16th day,
60 minutes after the 1st injection of SALB and PRO) and oral movements (performed on the
16th day, 120 minutes after the 1st injection of SALB and PRO, on the18th and the 24th day).
Forty-eight hours after the last injection of RES, the animals were anesthetized, perfused and
the brains were submitted to immunohistochemical analysis of tyrosine hydroxylase (TH),
dopamine B-hydroxylase (DBH) and a-synuclein (a-syn). Results: It was observed that a single
injection of SALB and PRO attenuated the increase of oral movements such as vacuum chewing
and tongue protrusion, induced by RES. On the other hand, repeated administration of SALB
progressively reduced the time of catalepsy; and PRO attenuated the increase of oral
movements (vacuum chewing and oral tremor) induced by RES. Regarding
immunohistochemical analysis, it was observed that both SALB and PRO protected against the
reduction of TH immunoreactivity in the substantia nigra pars compacta (SNpc), ventral
tegmental area (VTA) and striatum, as well as for DBH in the locus coeruleus (LC); and against
the increase of a-syn immunoreactivity in the substantia nigra pars reticulata (SNr), striatum,
ventral subventricular area (VSA), CA1, CA3, dentate gyrus (DG) and medial prefrontal cortex
(mPFC) caused by RES. Conclusion: Our results suggest that the modulation of RAB promotes
a neuroprotective effect on motor and neurochemical changes in the experimental model of
parkinsonism induced by RES since an improvement in motor condition and an increase in TH
and DBH immunoreactivity and a reduction of a-syn immunoreactivity in the experimental
model of parkinsonism were observed.

Keywords: Parkinson's disease; noradrenaline; noradrenergic receptors, a-synuclein.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (DP) é a desordem neurodegenerativa com disfun¢do motora
mais comum e a segunda doenca neurodegenerativa associada ao envelhecimento mais
prevalente entre os idosos acima de 60 anos de idade (HIRSCH et al., 2016; MANTRI et al.,
2019; MOISAN et al., 2016; RAY DORSEY et al., 2018). A DP é uma doenca multifatorial
sem etiologia definida e fisiopatologicamente caracterizada por morte seletiva e progressiva de
neurdnios dopaminérgicos na substincia negra parte compacta (SNpc), deplecdo de dopamina
(DA) no estriado (via nigroestriatal), associada ao acimulo proteico de a-sinucleina (a-syn) e
formacdo de corpos de Lewy, levando a sintomas motores observados em pacientes da doenca
(ANDICA et al., 2018; BRAAK et al., 2003; CAMINITI et al., 2017; FEARNLEY JM; LEES
AJ, 1991). No entanto, estudos recentes mostram que pacientes da DP apresentam, em estagios
iniciais da doenc¢a, comprometimento de varias fun¢des ndo motoras, como déficit cognitivo,
distirbio do sono, ansiedade, depressdo, hiposmia e constipacdo, as quais estdo associadas a
outras vias neuronais, como a noradenérgica e serotoninérgica (LI et al., 2018; MANN et al.,

2018; POLITIS et al., 2010; RANA et al., 2018).

N

Entre os principais fatores de risco associado a etiopatogénese da DP, o
envelhecimento tem sido considerado um dos principais fatores, uma vez que estudos
epidemioldgicos mostram um aumento significativo na taxa de incidéncia e prevaléncia da
doenca a medida que envelhecemos, principalmente a partir dos 60 anos de idade (HIRSCH et
al., 2016; MANTRI et al., 2019; MOISAN et al., 2016; RAY DORSEY et al., 2018). Além
disso, a participagdo de fatores genéticos e ambientais € considerada forte influente na
patogénese da doencga, de modo que a maioria dos casos da DP se manifesta na forma esporadica
e apenas 15% dos casos apresentam um histérico familiar, sugerindo que o entendimento entre
a interacdo entres fatores genéticos e ambientais pode ser de grande importdncia para a
compreensdo dos mecanismos fisiopatolégicos associados a doenca (CABALLERO et al.,

2018; DENG; WANG; JANKOVIC, 2018; GUNNARSSON; BODIN, 2019; KALINDERI;
BOSTANTJOPOULOU; FIDANI, 2016).

Apesar da susceptibilidade neuronal da via nigroestriatal a diferentes fatores de risco
e mecanismos fisiopatolégicos, também tem sido apontado uma susceptibilidade e participacao
de outras vias neuronais na patogénese da DP. Estudos recentes t€m mostrado que disfungdes
na neurotransmissio da noradrenalina (NA) e serotonina (5-HT) estdo associadas a sintomas
ndo motores, em um estado prodromico da doenca (LEAL et al., 2019a, 2019b; MANN et al.,
2018; RANA et al., 2018; WILSON et al., 2018). Por outro lado, outros estudos também
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mostram que a estimulagcdo da via noradrenérgica (NA e ou seus receptores), através de um
mecanismo compensatorio, pode aumentar a liberacdo de DA, reduzir a expressdo de acido
ribonucleico mensageiro (RNAm — Messenger ribonucleic acid) do gene SNCA, a-syn, ativagao
microglial, mediadores pré-inflamatdrios e atenuar a neurodegeneracio e disfuncdo motora em
modelos experimentais da doenca (JIANG et al., 2015; KREINER et al., 2019; MITTAL et al.,
2017; O’NEILL et al., 2019; RYAN et al., 2013; YSSEL et al., 2018). Além disso, estudos
epidemioldgicos mostram que o uso cronico de anti-hipertensivos, principalmente o antagonista
ndo seletivo dos receptores B-adrenérgicos (RAP), propranolol (PRO), aumentam o risco para
a DP, enquanto o uso de farmacos agonistas RAPB2, bastante utilizados no tratamento de asma,
como o salbutamol (SALB), estdo associados a um menor risco de desenvolver a doenca
(GRONICH et al., 2018; MITTAL et al., 2017; SEARLES NIELSEN et al., 2018). Esses
estudos suportam, ainda mais, a ideia que a disfunc@o da via noradrenérgica pode contribuir
para a neurodegeneracdo dopaminérgica e acelerar o aparecimento dos sintomas motores, bem
como, sugere que a disfuncdo na via nigroestriatal seja uma consequéncia secunddria a

disfun¢do de outras vias neuronais em estdgios mais iniciais da DP.

Grande parte do conhecimento sobre as caracteristicas fisiopatologicas da DP se deve,
principalmente, aos estudos em modelos animais induzidos por neurotoxinas, como a 6-
hidroxisdopamina (6-OHDA) e 1-mmetil-4-fenil-1,2,3,4-tetra-hidropiridina (MPTP),
caracterizados pela degeneracdo seletiva de neur6nios dopaminérgicos (BLESA;
PRZEDBORSKI, 2014; JAGMAG et al., 2016; LU et al., 2018). Por outro lado, varios estudos
em um modelo animal induzido por reserpina (RES) mostram que esse modelo representa a
caracteristica progressiva da doenca com disfun¢do da via nigroestriatal e outras vias neuronais,
associadas aos sintomas motores e ndo motores da DP (BISPO et al., 2019; DE FREITAS et
al., 2016; LEAL et al., 2019a, 2019b; LEAO et al., 2017; SANTOS et al., 2013).

Com base nesse contexto, nossa hipotese ¢ que a estimulacdo dos RAB2 protege contra
os danos celulares e déficits motores induzido por RES. Dessa forma, no presente estudo
avaliamos a participacdo dos receptores noradrenérgicos frende ao déficit monoaminérgico

induzido por RES.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Doenca de Parkinson

A DP é uma desordem neurodegenerativa progressiva caracterizada pela morte seletiva
de neur6nios dopaminérgicos no mesencéfalo cerebral, principalmente, na SNpc, provocando
a deplecdo de DA no estriado dorsal. Essas alteracoes causam um comprometimento da via
nigroestriatal, responsdvel pelo controle motor (ANDICA et al., 2018; BOIX; VON HIEBER;
CONNOR, 2018; CAMINITI et al., 2017; DE FREITAS et al., 2016; FEARNLEY JM; LEES
AJ, 1991; GREFFARD et al., 2006; PARK et al., 2018; SANTOS et al., 2013; VIDYADHARA
et al., 2017). Assim, a DP € considerada a desordem motora mais comum na popula¢gdo acima
de 60 anos de idade entre as doengas neurodegenerativas associadas ao envelhecimento (HIRTZ

et al., 2007).

Ao longo dos anos muitos estudos contribuiram para a caracterizagdo dos sintomas
clinicos e mecanismos fisiopatoldgicos associados a DP. Desde 1680 relatos de neurologistas
mostram que alguns pacientes apresentavam sintomas, como fraqueza muscular e tremor, os

’

quais foram associados a outras desordens, inicialmente chamadas de “Tremores Paralytoidei’
(MICHAEL JEFFERSON, 1973; PEARCE, 1989; STERN, 1989). Alguns anos depois, em
1817, James Parkinson, médico inglés, auxiliado por esses relatos anteriores, observou e
descreveu com maior precisdo esses sintomas em seus pacientes e os nomeou de “Paralisia
Agitante” do inglés “Shaking a Palsy”. Ele acompanhou alguns pacientes, os quais
apresentavam movimentos involuntérios (tremor), reducao de forca, inclinagdo do tronco para
frente e aceleragdo do ritmo da caminhada (MICHAEL JEFFERSON, 1973; PALACIOS-
SANCHEZ et al., 2017). Por sua vez, nessa época, James Parkinson ndo fez referéncia aos
sintomas de bradicinesia (lentiddo para iniciar o movimento) e acinesia (auséncia de
movimento), observados por Jean-Martin Charcot, em 1876, quando distinguiu tremor
intencional e tremor em repouso, além de descrever o tremor como sintoma cardinal de
movimentos lentos e fracos, associando-os a rigidez muscular. Essas caracteristicas fizeram
Charcot acreditar que o nome “Paralisia Agitante” era inadequado para a doenga e sugeriu o
eponimo “Doencga de Parkinson”, do francés “La Maladie de Parkinson”, em homenagem a

James Parkinson (PEARCE, 1989).

Vale ressaltar, que nos relatos de James Parkinson foram descartados
comprometimentos cognitivos, os quais, atualmente, estdo entre os sintomas ndo motores da

DP (BRAAK et al.,, 2003; BRAAK; DEL TREDICI, 2017; HOGLINGER et al., 2015;
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PALACIOS-SANCHEZ et al., 2017; SANTOS et al., 2013; YARNALL; ARCHIBALD;
BURN, 2012). Quase um século depois, em 1912, Friedrich Heinrich Lewy relatou a presenca
de inclusdes intracelulares em neurdnios mesencefalicos de pacientes da DP, depois nomeados
de corpos de Lewy, principal fator neurotéxico associado a morte dos neurdnios
dopaminérgicos (BRAAK et al, 2003; ENGELHARDT; ENGELHARDT, 2017;
RODRIGUES E SILVA et al., 2010). Mais tarde, em 1925 Foix e Nicolesco mostraram a morte
de neurdnios com alta pigmentacdo de neuromelanina em regides mesencefalicas de pacientes
com DP, com énfase para a substidncia negra (GONZALEZ—HERNANDEZ, 2010).
Posteriormente, a identificacao da deplecdo de DA em nicleos estriatais possibilitou associar a
diminui¢do desse neurotransmissor a perda dos neurdnios mesencefdlicos, denominados
neurdnios dopaminérgicos, os quais, sua morte, estaria envolvida com o surgimento dos
sintomas motores da DP (BOIX; VON HIEBER; CONNOR, 2018; DE FREITAS et al., 2016;
GONZALEZ-HERNANDEZ, 2010; MHYRE et al., 2012; SANTOS et al., 2013). Sem diivida,
esses estudos foram importantes para a caracterizagdo atual da DP, uma vez que, na época, nao
existiam métodos de avaliacdo e classificacdo sofisticados. Desde entdo, muitos estudos t€ém
sido realizados para esclarecer as caracteristicas etioldgicas e mecanismos fisiopatolégicos

envolvidos na DP.

Desde que foi descrita pela primeira vez, as causas que iniciam e que estdo envolvidas
na progressdo da DP ainda permanecem desconhecidas. Nessa linha, vérios estudos foram
realizados para entender a etiologia e as caracteristicas fisiopatoldgicas da DP. Etiologicamente,
a DP € classificada como uma doenga multissistémica, resultando da convergéncia de diferentes
fatores, sejam eles intrinsecos ou extrinsecos ao meio celular, genéticos, ambientais e
envelhecimento. Entre os principais fatores de risco associados a etiopagénese da doenca, estao
as mutacdes genéticas, disfuncdo mitocondrial, desregulacdo da homeostase proteica,
neuroinflamacdo, excitotocicidade ao glutamato, envelhecimento e a exposicdo a fatores
ambientais, como neurotoxinas, pesticidas, herbicidas e metais pesados (GONZALEZ—

HERNANDEZ, 2010; LU et al., 2004; MATTSON; MAGNUS, 2006; RAWII et al., 2016).

Fisiopatologicamente, a doenca estd relacionada a degeneracgdo seletiva e progressiva
de neurdnios dopaminérgicos localizados em regides mesencefalicas, SNpc e drea tegmentar
ventral (VTA — ventral tegmental area), de onde enviam projecOes para o estriado (via
estriatal), regides limbicas (via mesolimbica) e regides corticais (via mesocortical) (CAMINITI
et al., 2017; FEARNLEY JM; LEES AlJ, 1991; GREFFARD et al., 2006; HALLIDAY et al.,

2014). No entanto, a maior parte dos neurdnios dopaminérgicos afetados estao concentrados na
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SNpc, provocando uma diminui¢do da liberagdo de DA no estriado, levando as disfuncdes
motoras, como bradicinesia, tremor em repouso, rigidez muscular e alteracdo da postura e na
marcha a medida que a doenca progride (ANDICA et al., 2018; BOIX; VON HIEBER;
CONNOR, 2018; CAMINITI et al., 2017; DE FREITAS et al., 2016; PARK et al., 2018;
SANTOS et al., 2013; VIDYADHARA et al., 2017; YARNALL; ARCHIBALD; BURN,
2012).

A disfun¢do dopaminérgica tem sido associada a diversos mecanismos os quais sao
poucos compreendidos, mas a superexpressdao de a-syn e a formagdo de corpos de Lewy,
associada a essa proteina, sdo os principais mecanismos neuropatolégicos associados a morte
dos neurdnios dopaminérgicos na DP (BRAAK et al., 2003). Entretanto, outros mecanismos
também t€m sido associados a disfun¢do dopaminérgicas, como o estresse oxidativo (TRIST;
HARE; DOUBLE, 2019), seja produzido pela degradacdo da DA ou mecanismos subjacentes
aos processos de degradacdo e acimulo proteico, especialmente de a-syn (GANGULY et al.,
2018), disfuncdo mitocondrial (RYAN et al., 2015; WINKLHOFER; HAASS, 2010),
neuroinflamacao (CRABBE et al., 2019; VIVEKANANTHAM et al., 2015), entre outros
(ZHOU et al., 2019), sejam eles provocados por alteracdes genéticas, exposi¢do a fatores
ambientais ou pela convergéncia entre os diversos fatores. Por outro lado, além do
comprometimento dopaminérgico, a disfun¢@o de outras vias, noradrenérgica e serotoninérgica,
também tem sido associada aos sintomas motores e, principalmente, ndo motores da DP
(HALLIDAY et al., 2014; HOU et al., 2017; LEAL et al., 2019a; LUO et al., 2017; MANN et
al., 2018; WANG et al., 2009). No entanto, ainda ndo € possivel explicar por que o sistema

dopaminérgico apresenta uma maior susceptibilidade na evolugdo da doenca.

2.2. Envelhecimento, fatores genéticos e ambientais e o risco para doenca de Parkinson

7z

O envelhecimento € considerado um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de doencgas neurodegenerativas, sugerindo que alguns grupos celulares sejam
mais vulneraveis, como as células do sistema nervoso. Dessa forma, com o aumento da
expectativa de vida da populacdo mundial, as doencas neurodegenerativas, associadas ao
envelhecimento, como doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, e Esclerose Lateral
Amiotréfica, t€m aumentado significativamente (HIRTZ et al., 2007). Nesse espectro, a DP se
destaca como a desordem do movimento mais comum entre as doencas neurodegenerativas e a

segunda doenca neurodegenerativa com maior incidéncia na populacdo mundial, perdendo
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apenas para doenca de Alzheimer (DE LAU; BRETELER, 2006; RAY DORSEY et al., 2018;
WIRDEFELDT et al., 2011). De forma semelhante as outras doencas neurodegenerativas ja
mencionadas, a DP afeta, principalmente, pessoas acima de 65 anos de idade, no entanto, alguns
casos podem se manifestar antes dos 60 anos de idade (MANTRI et al., 2019; MICHEL,;
HIRSCH; HUNOT, 2016; MOISAN et al., 2016; RAY DORSEY et al., 2018).

A DP tem maior incidéncia em homens do que em mulheres, e esse indice aumenta a
medida que a idade avanca (HIRSCH et al., 2016; MOISAN et al., 2016; RIEDEL et al., 2016).
A taxa de incidéncia em homens acima de 40 anos de idade é de 61,21 casos por 100.000
habitantes, enquanto em mulheres, da mesma faixa etdria, a incidéncia é de 37,55 casos por
100.000 habitantes. A taxa de incidéncia entre as mulheres aumenta constantemente, de 3,26
casos por 100.000 habitantes até os 49 anos para 103,48 casos até os 80 anos, sendo o pico entre
70 a 79 anos de idade. Em homens nas mesmas faixas etdrias, a taxa de incidéncia aumenta de
3,37 para 258,47 casos por 100.000 habitantes, respectivamente, e essa taxa cresce a medida
que aumenta a sobrevida dos pacientes (ELBAZ et al., 2015; HIRSCH et al., 2016). Do mesmo
modo, baseado em estudos com pessoas acimas de 65 anos de idade, a prevaléncia da DP é de
aproximadamente 1680 casos por 100.000 habitantes, sendo mais prevalentes em homens, 1729
casos por 100.000 habitantes, do que em mulheres, 1644 casos por 100.000 habitantes, e esses
numeros aumentam para idades mais avancadas (ELBAZ et al., 2015; PRINGSHEIM et al.,
2014; RIEDEL et al., 2016). No entanto, alguns estudos mostram diferentes taxas quando sao
restritos a regides geogrdficas especificas (ELBAZ et al., 2015; MOISAN et al., 2016;
MUANGPAISAN; HORI; BRAYNE, 2009; RAY DORSEY et al., 2018).

A DP afeta pessoas de todas as racas e etnias em todo o mundo. No entanto, alguns
estudos apontam uma maior prevaléncia em pessoas brancas em comparacdo a negros e
asidticos, sugerindo que a DP € relativamente mais frequente na populagdo ocidental (ABBAS;
XU; TAN, 2018; PRINGSHEIM et al., 2014; SAUERBIER et al., 2018; WRIGHT WILLIS et
al., 2010). Por outro lado, a DP por ser um doenca multifatorial, outros estudos sugerem que
esses grupos étnicos menos afetados, podem expressar variedades fenotipicas da DP, as quais
podem estar associadas a genes especificos nessas populacdes, bem como a expectativa de vida
regionais e diferencas socioculturais, geograficas, genéticas e ambientais que podem influenciar
no risco de desenvolver DP em diferentes grupos étnicos (ABBAS; XU; TAN, 2018;
OKUBADEJO et al., 2018; SAUERBIER et al., 2018).

Além disso, a DP € cerca de duas vezes mais comum em homens do que em mulheres,

da mesma forma que a idade de inicio € ligeiramente mais tarde com sintomas motores mais
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brandos em mulheres, quando comparado a homens (ELBAZ et al., 2015; HAAXMA et al.,
2007; HIRSCH et al., 2016; MOISAN et al., 2016; PRINGSHEIM et al., 2014; RIEDEL et al.,
2016). Essa maior preferéncia pelo sexo masculino pode estar relacionada a uma maior
atividade do estrogénio em mulheres, que por sua vez, pode levar a niveis mais altos de DA no
estriado, provocando um efeito protetivo dos neurdnios dopaminérgicos ou a uma progressao
mais lenta da doenca (HAAXMA et al., 2007), como também observado em modelos

experimentais (BISPO et al., 2019).

Ja se passaram mais de dois séculos apds a descricao da DP e muitos avancos sobre a
sintomatologia e mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na morte dos neurdnios
dopaminérgicos foram algados. Mas, apesar de todo conhecimento sobre a doencga, ainda ndo
se sabe qual o gatilho que desencadeia a DP. No entanto, o envelhecimento do sistema nervoso
central, juntamente com a interacdo entre fatores genéticos e ambientais sdo 0s principais
fatores de rico associados ao inicio da doenca (BALL et al., 2019; KOLBER; KRUGER, 2019;
PAJARILLO et al., 2019).

Dentre os principais fatores de risco associados as doencas neurodegenerativas, entre
elas a DP, o envelhecimento tem sido um dos fatores cruciais associados a essas doengas, uma
vez que estudos epidemioldgicos mostram um aumento progressivo na taxa de incidéncia e
prevaléncia a medida que envelhecemos, principalmente a partir dos 60 anos de idade (HIRSCH
et al., 2016; HIRTZ et al., 2007). Acredita-se que essa maior vulnerabilidade dos idosos as
doencas neurodegenerativas esteja relacionada a perda de neurdnios ou longo de toda a vida e
ndo apenas durante o envelhecimento. Nas primeiras semanas apds o nascimento, durante o
desenvolvimento do sistema nervoso central, iniciado no periodo pré-natal, é observado um
padrdo acentuado de apoptose neuronal seguido por um declinio na idade adulta, mantendo-se
até o envelhecimento (WHITE; BARONE, 2001). Essa perda constante de neurdnios ao longo
da vida e a deficiéncia na reposicdo dessas células na maioria dos nucleos cerebrais,
frequentemente, pode levar a leves alteracdes cognitivas, tremor e fraqueza muscular que
podem ser consideradas normais, mas por algum motivo, em alguns casos, essas alteracdes sdo
mais agressivas, evoluindo para um quadro patolégico associado, na maioria dos casos, a
doencas neurodegenerativas (HOFER; BERG; ERA, 2003; MATTSON; MAGNUS, 2006). No
entanto, ainda ndo se sabe por que alguns grupos neuronais sdo mais susceptiveis ao
envelhecimento levando a desordens neurodegenerativas. Estudos tém mostrado que durante o
envelhecimento alguns mecanismos envolvidos na desregulacdo de proteinas do ciclo celular,

acumulo de proteinas mal formadas, estresse oxidativo, disfun¢do mitocondrial, disfun¢do de
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macro6fagos e microglias, alteragcdes de fatores pro e anti-inflamatorios, podem estar associados
a mutagOes genéticas e fatores ambientais especificos e influenciar a susceptibilidade neuronal
(BILLINGSLEY et al., 2019; LU et al., 2004; MATTSON; MAGNUS, 2006; RAWIJI et al.,
2016; TRIST; HARE; DOUBLE, 2019).

Por outro lado, durante o envelhecimento é observado um aumento de danos no acido
desoxirribonucleico (DNA - deoxyribonucleic acid) e na expressdo de genes que medeiam as
respostas ao estresse oxidativo, além de uma reducdo na expressdo de genes especificos que
desempenham a fun¢do neuronal, quando comparado a pessoas na idade adulta jovem (LU et
al., 2004). Essa alteracdo na expressao génica pode ser resultado de um mal funcionamento do
sistema de reparo do DNA, que pode estar relacionado a maior expressio de proteinas
(GENCER et al., 2012; LU et al., 2004) observado em casos de doencas neurodegenerativas.
Além dessa relacdo entre o envelhecimento e um sistema de reparo do DNA defeituoso, Sepe
etal. (2016) mostram que deficiéncia no sistema de reparo de excisdo de nucleotideos (um tipos
de sistema de reparo de DNA), que tem uma relacdo com o sistema dopaminérgico, atuando
principalmente em lesdes causadas por danos oxidativos, provoca uma maior susceptibilidade
de camundongos a neurotoxina MPTP (droga utilizada para induzir lesdo dopaminérgica em
modelos animais da DP), sugerindo que deficiéncia nesse sistema de reparo pode tornar o
sistema dopaminérgico vulnerdvel a fatores ambientais, como os pesticidas, e mutacdes
genéticas (GENCER et al., 2012; SEPE et al., 2016). Outros estudos também mostram uma
associacdo entre a DP e uma falha nos sistemas que atuam na sintese, maturagdo e degradacao
de proteinas, que podem levar ao actimulo de proteinas danificadas ou malformadas dentro e
fora do neurdnio levando a disfun¢cdo neuronal (FUSSI et al., 2018; GONZALEZ-
HERNANDEZ, 2010; JIANG et al., 2019; MCNAUGHT et al., 2001; SKIBINSKI et al., 2017;
THIBAUDEAU; ANDERSON; SMITH, 2018; ZHOU et al.,, 2019). No entanto, esses
mecanismos nio explicam completamente a patogénese da DP, uma vez que a doenca é
considerada multifatorial. Nesse sentido, percebe-se que o envelhecimento associado a
interacdo entre fatores genéticos e ambientais pode ser determinante para a condicao patolégica

da DP.

Por ser uma doenca sem uma causa definida, a maioria dos casos da DP se manifesta
de maneira esporddica e apenas 15% dos casos apresentam um historico familiar de
predisposicdo genética. No entanto, nas ultimas décadas se obteve grandes avancos na
identificacdo de genes envolvidos na patogénese da DP e atualmente cerca de 23 loci e 19 genes

sdo associados a algum tipo de parkinsonismo, seja na forma hereditdaria ou esporddica da
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doenca (DENG; WANG; JANKOVIC, 2018). Desses loci cromossdmicos envolvidos na
patogénese da doencga, dez sdo autossOmicos dominantes, nove autossdOmicos recessivos e
quatro genes ainda ndo foram identificados (Tabela 1) (DENG; WANG; JANKOVIC, 2018;
KALINDERI; BOSTANTJOPOULOU; FIDANI, 2016). Apesar desses genes estarem
associados a DP, eles apresentam caracteristicas patoldgicas distintas quanto a idade de inicio,
sintomatologia, velocidade de progressdo e agressividade da doenca. Além disso, eles podem
apresentar diferentes mutagdes ou variagcdes genéticas, as quais contribuem para esse gradiente
de caracteristicas patolégicas e um maior risco para a DP (DENG; WANG; JANKOVIC, 2018;
DENG; YUAN, 2014; KALINDERI; BOSTANTJOPOULOU; FIDANI, 2016).

Entre os genes autossdmicos dominantes, os mais estudados sdo o gene que codifica a
proteina a-syn (SNCA) e o gene quinase-2 rica em leucina (LRRK? - Leucine rich repeat kinase
2). O gene SNCA destaca-se por ter sido o primeiro gene associado a doenga, pela
superexpressdo e acimulo de proteina, provocados por mutagdes (AS3T, A30P, H50Q, E46K,
G51D e AS3E), duplicgdes ou triplicagdes desse locus génico e por ser uma das principais
causas da morte dos neurdnios dopaminérgicos na DP (BRAAK et al., 2003; DENG; WANG;
JANKOVIC, 2018; DENG; YUAN, 2014; KALINDERI; BOSTANTIJOPOULOU; FIDANI,
2016; KASTEN; KLEIN, 2013; POLYMEROPOULOS et al., 1996; SINGLETON et al.,
2003). O gene LRRK? esta envolvido com mutacdes genética mais comuns entre os pacientes
da DP, tanto na forma familiar quanto na forma esporddica da doenca (BERG et al., 2005). Da
mesma forma, os genes autossdmicos recessivos que recebem mais atengdo, sao os genes que
codificam as proteinas ligase ubiquitina E3 RBR parkin (PRNK), quinase-1 induzida por PTEN
(PINK1) e desglicase associada ao parkinsonismo (DJ-1) por apresentarem mais de 200
mutacdes genéticas e por representarem as causas mais grave € mais comuns de parkinsonismo
juvenil autossdmico recessivo (ABBAS et al., 1999; FERREIRA; MASSANO, 2017; KASTEN
etal., 2018), além da possivel participagdo, dessas proteinas, em uma via comum contra estresse
oxidativo e danos mitocondriais (FITZGERALD; PLUN-FAVREAU, 2008; KASTEN et al.,
2018; REQUEJO-AGUILAR et al., 2015; ZHANG et al., 2017).
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Tabela 1: Loci génicos envolvidos na patogénese da doenga de Parkinson.

Locus génico Gene Proteina codificada Inicio da Caracteristica fisiopatologica Locus de risco
doenca para DP
esporadica
Heranca Autossomica Dominante
PARKI1/PAR SNCA a-syn Precoce ou Corpos de Lewy Locus de risco
K4 (4q22.1) tardio*
PARK3 Nao Ndo confirmado Tardio ?
(2p13) confirmado
PARKS UCHLI Terminal C da ubiquitina ~ Precoce ou DSUP
(4p13) hidrolase tardio*
PARKS LRRK?2 Quinase-2 rica em Tardio Corpos de Lewy e disfungdo Locus de risco
(12q12) leucina lisosomal
PARKI11 GIGYF2 Proteina GYF2 Tardio Disfun¢ao dos receptores de insulina e
(2q37.1) interagindo a GRB10 fatores de crescimento semelhantes a
insulina
PARKI13 HTRA2 Htra-serina peptidase 2 Tardio ou DM
(2P13.1) precoce*
PARK17 VPS35 Proteina vacuolar 35 Tardio Disfuncéo da via de sinalizacdo Wnt e
(16q11.2) transportador de metal/ferro
PARKI18 EIF4G1 Fator 4 y-1 de iniciagdo Tardio DM
(3927.1) da tradug@o eucaridtica
PARK21 TMEM230 Proteina transmembrana Tardio ou Corpos de Lewy e disfungdo no
(20p13) 230 precoce* transporte endossdmico
PARK22 CHCHD?2 coiled-coil-helix-coiled- Tardio ou DM
(7Tpl1.2) coil-helix domain precoce*
containing 2
(11p15.4) RIC3 Chaperona do receptor Tardio ou Disfung¢do do receptor nicotinico
acetilcolina RIC3 precoce* CHRNA7
Heranca Autossomica Recessiva
PARK2 PRKN Parkina (Ubiquitina Precoce DM e DSUP
(6q26) ligase E3)
PARKG6 PINK1 Quinase-1 induzida por precoce DM e DSUP
(1p36) PTEN
PARK7 DJ-1 Desglicase associada ao Precoce DM e estresse oxidativo
(1p36.23) parkinsonismo
PARK9 ATP13A2 ATPase lisossomal tipo Precoce Disfuncao do reticulo endoplasmético
(1p36.13) P5 e endolisossomal
PARK14 PLA2G6 Fosfolipase A2 grupo VI Precoce DM e peroxidagdo lipidica
(22q13.1)
PARIS FBXO7 Proteina F-box 7 Precoce DM
(22q12.3)
PARK19 DNAJC6 Familia de proteinas de Precoce Disfungdo metabdlica do receptor de
(1p313) choque térmico Dnal DA, disfun¢do endocitose mediada
(Hsp40) membro C6 por caltrina e disfuncdo da reciclagem
de vesiculas sinépticas.
PARK20 SYNJ1 Sinaptojanina 1 Precoce Disfun¢ado endocitose mediada por
(21g22.1) caltrina e disfuncdo da reciclagem de
vesiculas sindpticas.
PARK23 VPSI3C Proteina vacuolar 13 Precoce DM e disfung@o mitofdgica
(15922.2) homdlogo C
Heranca Ligada ao X
PARKI12 Nao Nao confirmado Tardio ?

(Xg21-g25) confirmado

Genes Desconhecidos

PARKI10 Nao Nao confirmado Tardio ? Locus de risco
(1p32) confirmado
PARK16 Nao Ndo confirmado ? ? Locus de risco
(1g32) confirmado
Outros Genes
(1922) GBA Proteina Precoce Disfun¢@o da enzima lisossomal Locus de risco
glicocerebrosidase

(*) poucos casos; (?) sem informacdo; (DM) disfun¢do mitocondrial; (DSUP) disfuncdo do sistema ubiquitina-
proeassoma; (0-syn) a-sinucleina.

Além dos casos hereditarios da DP, vérios outros loci génicos e variantes genéticos

que surgem aleatoriamente e com maior frequéncia na populagdo, sao potenciais fatores de risco
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para a doenca na forma esporddica (DENG; WANG; JANKOVIC, 2018; KALINDERI;
BOSTANTJOPOULOU; FIDANI, 2016). Entre os principais genes que apresentam uma
associacdo de risco mais evidente sdo os genes da SNCA (variante Repl) (LEE et al., 2015b;
SHU et al., 2018), LRKK?2 (variantes R1628P e G2385R) (GOPALAI et al., 2014; SHU et al.,
2019), GBA (ARKADIR et al., 2019; BLAUWENDRAAT et al., 2018) e MAPT (BIGRNARA
etal., 2018; DAVIS etal., 2016). Ainda ndo se sabe exatamente por que alteracdes nesses genes
sao mais frequentes e predominantes na patogénese da DP, mas acredita-se que a associacao

com fatores ambientais especificos aumenta a suscetibilidade a forma esporidica da doencga.

Nos tdltimos anos, a hipdtese de que a interagdo entre fatores genéticos e ambientais
aumenta o risco de DP tem sido cada vez mais consistente, uma vez que varios estudos mostram
que pacientes expostos a algumas substancias em determinados periodos da vida
desenvolveram sintomas da doenca em idade mais avancgada, especialmente pessoas da zona
rural expostas a pesticidas em lavouras agricolas (CABALLERO et al., 2018; GUNNARSSON;
BODIN, 2017,2019; JAMES; HALL, 2015; KAB et al., 2017; NARAYAN et al., 2017). Além
disso outros estudos relatam que a administracdo de substidncias como pesticidas ou
neurotoxinas em modelos animais, podem levar a um quadro sinstomatoldgico e fisiopatolé gico
semelhante ao observado em pacientes da DP (CHINTA et al., 2018; HOU et al., 2017; LA
COGNATA etal.,2018; MIYARA etal.,2016; SOUZA et al., 2018). Por outo lado, substancias
como tabaco (nicotina), cafeina, urato, dlcool e a prética de exercicio fisico, entre outras, t€m
sido relacionadas a uma reducdo da progressio e um menor risco de DP (ASCHERIO;
SCHWARZSCHILD, 2016; DELAMARRE; MEISSNER, 2017; MANALO; MEDINA, 2018;
NICHOLATOS et al., 2018; PAUL et al., 2019). No entanto, ainda é controverso a verdadeira
participacao dessas substancias para o risco da doenga, mas o entendimento da relacdo entre
fatores ambientais e genéticos sdo determinantes para esclarecer os mecanismos patogénicos
da doenca (DUTHEIL et al., 2010; GUTTUSO et al., 2019; LUAN et al., 2018; POSTUMA et
al., 2017).

2.3. Circuito e susceptibilidade neuronal da doenca de Parkinson

Apesar da influéncia dos fatores genéticos e ambientais na patogénese das doencas
neurodegenerativas, uma das caracteristicas bdsicas comum a essas doengas € a vulnerabilidade
seletiva de grupos de neurdnios especificos afetados nessas desordens. No geral, esses

neurdnios sdo tipicamente grandes, mielinizados que se projetam para outras regides cerebrais
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ou do sistema nervoso central para alvos periféricos (MATTSON; MAGNUS, 2006). Dentre
os distirbios neurodegenerativos associados a idade, os principais tipos neuronais afetados, na
doenca de Alzheimer, sdo os neurdnios piramidais hipocampais e corticais (MANN, 1996;
RODRIGUES; FREITAS, 2017), neurdnios motores superiores e inferiores na Esclerose
Lateral Amiotréfica (HADZIPASIC et al.,, 2014; ROWLAND; SHNEIDER, 2001;
SANKARANARAYANI et al., 2010) e os neurdnios dopaminérgicos na DP (ANDICA et al.,
2018; CAMINITI et al., 2017; FEARNLEY JM; LEES AJ, 1991).

A fisiopatologia da DP foi melhor compreendida com o entendimento funcional dos
circuitos dos nuicleos da base e participagdo da DA na execugdo e controle dos movimentos
voluntarios (CALIGIORE; MANNELLA; BALDASSARRE, 2019; MALLET et al., 2019). Os
nucleos da base estdo conectados ao cortex cerebral formando um circuito representado por um
conjunto de neurdnios corticais e mesencefdlicos, formado pelo estriado (nicleo caudado e
putdmen), globo palido externo (GPe), globo pdlido interno (GP1i), nidcleo subtalamico (NST),
SNpc e substincia negra parte reticulada (SNr). O estriado, principal nicleo de entrada de
projecOes corticais, ¢ composto por neurdnios espinhosos médios (NEM), GABAérgicos,
neurdnios produtores de dcido gama-aminobutirico (GABA - Gamma-aminobutyric acid), que
expressio receptores dopaminérgicos D1 e D2 (GAGNON et al., 2017) e esses neur6nios sao
projetados para GPi/SNr e GPe. Por outro lado, GPi e SNr sdo os principais nicleos de saida,
com projec¢des inibitdrias tonica para o tdlamo, o qual envia suas projecdes excitatrias para o
cortex motor fechando o circuito (DELONG; WICHMANN, 2015; MALLET et al., 2019;
OBESO et al., 2008; REDGRAVE et al., 2010).

A modula¢do do movimento voluntdrio pelos nucleos da base se d4 pela interacdo entre
dois circuitos estriatais representados pela via direta — monossindptica e pela via indireta —
polissindptica. Resumidamente, impulsos corticais glutamatérgicos enviados ao estriado
estimulando, paralelamente, o0s NEM-D1 e NEM-D2 seguem caminhos distintos. Pela via direta
os NEM-D1 enviam impulsos inibitdrios fasicos ao GPi/SNr reduzindo a inibi¢d@o tonica desses
ntcleos ao tdlamo, permitindo-o enviar impulsos excitatérios glutamatérgicos ao cértex motor
favorecendo o movimento voluntdrio. Pela via indireta, os NEM-D2 enviam impulsos
inibitérios fasicos ao GPe, reduzindo a inibi¢do tonica ao NST e GPi, permitindo que o NST, o
qual também recebe impulsos excitatorios hiperdiretos do cortex cerebral, envie sinais
excitatorios glutamatérgicos ao GPi/SNr, os quais inibirdo os impulsos glutamatérgicos do
tdlamo ao cortex motor, inibindo os movimentos voluntirios, principalmente, movimentos

indesejados. Além da estimulagdo glutamatérgica cortical, os NEM-D1 e D2 estritatais também
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recebem aferéncias dopaminérgicas da SNpc, as quais estimulardo o movimento através da a¢do
da DA nos receptores D1 e D2 desses neurdnios. Nos NEM-D1, via direta, a DA tem acao
excitatéria em D1, proporcionando maior estimulacio dessa via, inibindo GPi/SNr e liberando
o tdlamo, estimulando o movimento. Nos NEM-D2, via indireta, a DA tem ac¢ao inibitéria D2,
permitindo que GPe iniba o NST, impedindo-o de estimular GPi/SNr, liberando o tdlamo para
enviar sinais excitatdrios ao cértex motor estimulando o movimento. Logo, a agdo da DA na
via direta e indireta favorece o movimento voluntirio (DELONG; WICHMANN, 2015;
MALLET et al., 2019; OBESO et al., 2008; REDGRAVE et al., 2010).

Por outro lado, em uma condi¢do patoldgica como na DP, a morte de neurdnios
dopaminérgicos na SNpc e a consequente deplecdo de DA no estriado, na via direta, reduz a
estimulacdo dos NEM-D1, os quais reduzem a inibicao ao GPi/SNr, permitindo assim a inibicao
do tdlamo e a reducdo de estimulos excitatorios ao cértex motor. Na via indireta, a deplecao de
DA provoca menor inibicio dos NEM-D2, os quais promovem inibicdo excessiva de GPe,
liberando o NST para estimular GPi/SNr, fortalecendo a inibicao taldmica e assim os estimulos
ao cortex motor. Dessa forma, a deple¢do de DA estriatal provoca reducdo dos movimentos
voluntérios, associados a lentiddo do movimento e o tremor em repouso em pacientes da DP
(DELONG; WICHMANN, 2015; OBESO et al., 2008; REDGRAVE et al., 2010; RYAN;
BAIR-MARSHALL; NELSON, 2018). Além disso, a reducao de DA prejudica a modulagdo
dos interneuronios estriatais GABAérgicos, colinérgicos e colinérgicos com liberacao dupla de
acetilcolina e GABA, responsdveis por limitar os sinais glutamatérgicos corticais que
estimulam os NEM (LOZOVAYA et al., 2018; LOZOVAYA; BEN-ARI; HAMMOND, 2018;
OBESO et al., 2008) (Figura 1).
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Figura 1: Representacio esquematica do circuito cértico-estriato-palido-talamico-cortical. A) representa o
funcionamento normal das vias direta e indireta. B) representa o funcionamento do circuito na condi¢@o patolégica
da doenga de Parkinson. GPe: globo pdlido externo; GPi: globo palido interno; NST: niicleo subtaldmico; SNpc:
substancia negra parte compacta; SNr: Substincia negra parte reticulada; D1 e D2; receptores de dopamina. Figura
adaptada de Delong; Wichmann (2015).

O aumento da inibicdo em GPe provocado pela deplecdo de DA estriatal, na via
indireta, estd associada a disfun¢d@o ou menor expressao do transportador GABAérgico GAT-3
(GAT - Gamma-aminobutyric acid transporters) em astrocitos, deixando o GABA por mais
tempo na fenda sindptica e provocando uma inibicao tonica em GPe (CHAZALON et al., 2018).
De modo semelhante, a morte progressiva dos neuronios dopaminérgicos na SNpc provoca um
aumento da taxa de disparos dos neurdnios do NST, fortalecendo a inibi¢do talamica pelos
ntcleos de saida e levando ao déficit motor observado em pacientes da DP (PARK et al., 2018).
Também tem sido relatado que o déficit dopaminérgico provoca altera¢des na taxa de disparo
dos neur6nios da SNr de acordo com o grau de comprometimento dos neurdnios
dopaminérgicos, sugerindo que a disfun¢ao da SNr progrida discretamente correlacionada com

a transicao do estado prodromico e sintomdtico da doenca (WILLARD et al., 2019).

Apesar da degeneragdo dos neurdnios dopaminérgicos na via nigrostriatal ser a
responsavel por provocar os sintomas motores da DP, estudos recentes tém mostrado que a
disfuncdo de outras vias, noradrenérgica e serotoninérgica, podem estar associadas aos sintomas
pré-motores da doenca (BARBER et al., 2018; LEAL et al., 2019a; LI et al., 2018; LUO et al.,
2017; POLITIS; NICCOLINI, 2015; RANA et al., 2018; WILSON et al., 2018, 2013).
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Alguns indicios suportam a ideia de que a disfuncdo noradrenérgica estd associada ao
estdgio prodromico da doenca. De acordo com a hipdtese do estadiamento de Braak, os
neurdnios do locus coeruleus (LC), responsdvel por enviar projecdes noradrenérgicas para
praticamente todas as regides cerebrais (SARA, 2009), sdo afetados antes dos neurdnios
dopaminérgicos da SNpc (BRAAK et al., 2003), da mesma forma que a densidade de neurdnios
no LC em idosos ndo diagnosticados com DP estd associada a gravidade do parkinsonismo
(BUCHMAN et al., 2012), indicando uma compatibilidade com a fase pré-motora da doenca.
Estudos experimentais mostram que lesdes na via nigrostriatal provocam altera¢ao na atividade
elétrica dos neurdnios noradrenérgicos no LC (WANG et al., 2009), o que pode estar associado
ao distirbio comportamental do sono, ansiedade e depressao em pacientes da DP (RANA etal.,
2018). Além disso, lesdes no LC podem provocar prejuizo cognitivo (LI et al., 2018; WILSON
et al., 2013) e déficit na memodria emocional e na memoria espacial de trabalho pode ser
restaurado pela administragdo de um inibidor do recaptador de NA (LUO et al., 2017) e por
agonista do RAo, (JING XIA CAl et al., 1993), respectivamente.

Além da participagdo da via noradrenérgica na fase pré-motora, alguns estudos
mostram que a co-estimulagdo dos RAB1 e B2 aumenta o efluxo de DA no nicleo accumbens
(AONO et al., 2013) e a administracao de agonistas de RAP2 reduziu a expressdo de SNCA e
a-syn in vitro, e atenuou a perda de neurdnios dopaminérgicos in vivo (MITTAL et al., 2017),
além de gerar um fendtipo anti-inflamatério em resposta a neurodegeneracido induzida por
lipopolissacarideo (LPS) (O’NEILL et al., 2019; O’NEILL; HARKIN, 2018; RYAN et al.,
2013). A superexpressao de a-syn no LC reduz a producdo de NA (KIM et al., 2014) e reproduz
caracteristicas morfoldgicas semelhantes a DP (HENRICH et al., 2018), sugerindo que a
noradrenalina pode melhorar a condigao motora e amenizar os danos provocados pela a-syn na
DP. Além disso, outros estudos t€m mostrado um papel neuroprotetor da NA na progressao da
DP, uma vez que o pré-tratamento com NA reduziu a ativagdo microglial e a producao de
mediadores pré-inflamatérios (JIANG et al., 2015) e a inibi¢c@o seletiva do recaptador de NA
isoladamente ou combinada ao antagonista do RAa», inibe a ativagdo microglial, abole a
neurodegeneracdo dopaminérgica e atenua a disfun¢do motora (YSSEL et al., 2018), bem como
a estimulacdo dos RAaq; apresentaram resultados semelhantes (KREINER et al., 2019). De
acordo com esses estudos, pode-se presumir que a reducdo do aporte noradrenérgico
desempenha importante participacdo na progressdo da DP, incluindo sua participacdo nos
aspectos motores € ndo motores da doenca. Essas evidéncias ganham mais for¢ca quando

associadas aos resultados de estudos epidemioldgicos que mostram uma associagdo do uso
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cronico de PRO, um farmaco anti-hipertensivo, antagonista ndo seletivo para RAB, com o
aumentam do rico para DP; enquanto farmacos agonistas RAB2, utilizados para tratamento de
asma, como o SALB por exemplo (Figura 2), estdo associados a um menor risco de desenvolver
a doenga (GRONICH et al., 2018; HOSTE, 2015; MITTAL et al., 2017; SEARLES NIELSEN
etal., 2018).

Espaco extracelular

Agonistas B-adrenérgicos p-bloqueador
Noradrenalina  Salbutamol Propranolol
Adrenalina (ndo seletivo)
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A —
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Membrana celular %:‘—J
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Fosforilacdo de proteinas funcionais

Espaco intracelular Resposta celular

Figura 2: Mecanismo de a¢do do salbutamol e propranolol no receptores P-adrenérgicos. ATP: Adenosina
trifosfato; cAMP: Monofosfato ciclico de adenosina. Figura adaptada de Hoste (2015).

Assim como a NA, a disfung¢do serotoninérgica tem importante participacdo na
progressao DP, desde os sintomas ndo motores aos sintomas motores (POLITIS; NICCOLINI,

2015). Os neurdnios serotoninérgicos t€ém sua origem nos nucleos da rafe localizados no tronco
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cerebral de onde enviam suas projecoes para vdrias regides cerebrais (GAGNON et al., 2018;
HORNUNG, 2003). Segundo o estadiamento de Braak, assim como acontece no LC, os
neurdnios serotoninérgicos dos nicleos da rafe, seriam afetados pela formac@o de corpos de
Lewy, antes dos neuronios dopaminérgicos na SNpc (BRAAK et al., 2003), o que pode estar
de acordo com a redu¢do na marcagdo do transportador de 5-HT em diferentes nicleos cerebrais
e estdgios da doenga nos pacientes (POLITIS et al.,, 2010). A reducdo na densidade de
receptores 5-HT2A em modelos animais da DP (MANN et al., 2018), pode justificar o
surgimento de sintomas ndo motores na fase prodromica da doenga. Além disso, estudos de
imagens mostram que pacientes com distirbio do sono, fase de sono com movimento rdpido
dos olhos (REM), associado ao estdgio pré-motor da DP, apresentam alto indice de apatia,
implicando que essa condi¢do emocional estd associada a disfun¢do serotoninérgico no nicleo
dorsal da rafe (BARBER et al., 2018), bem como em outras regides cerebrais afetadas na

patologia da DP (WILSON et al., 2018).

Além disso, estudos em modelos animais tém mostrado que o tratamento com baixa
dose de RES, um bloqueador do transportador vesicular de monoaminas do tipo 1 e 2 (VMAT
— Vesicular monoamine transporter), provoca prejuizo cognitivo, comportamento tipo
ansiogénico, reducdo na imunorreatividade para 5-HT no ntcleo dorsal da rafe, cértex pré-
frontal medial (CPFm) e hipocampo, além de alteracdes ultraestruturais nos axodnios dos
neurdnios serotoninérgicos em estagios iniciais do parkinsonismo em animais (LEAL et al.,
2019a, 2019b). Da mesma forma, o modelo animal transgénico com superexpressdo de o-syn
apresentou reducdo significativa de projecOes axonais serotoninérgicas, alteracdes
morfoldgicas e aumento de varicosidades axonais no cortex pré-frontal. No entanto, também
foi observado um aumento nos niveis de cinesina-1a, VMAT-2 e triptofano-hidroxilase-2 nos
nicleos da rafe, o que aponta para um mecanismo compensatdrio do sistema serotoninérgico
em condi¢Oes mais graves da doenca (WIHAN et al., 2019), ou ser resultado de uma axonopatia

retrograda (LEAL et al., 2019a).

Esses estudos demostram que a degeneracao dos neur6nios dopaminérgicos € crucial
para o desequilibrio do circuito cortico-estriato-palido-talamico-cortical que leva aos prejuizos
motores observados na DP. Por outro lado, a ideia de que a disfun¢do de outras vias envolvidas,
principalmente em estdgios mais iniciais da doenca, pode acelerar a progressdao da DP, é cada
vez mais evidente. Ainda ndo estd claro se alguns grupos de neur6nios apresentam maior
suscetibilidade em detrimento a outros, ou se devido ao estagio silencioso da doenga, alguns

grupos neuronais foram mais negligenciados. No entanto, acredita-se que a suscetibilidade dos



33

neurdnios afetados na DP, principalmente os neurénios dopaminérgicos, se deva a convergéncia

de diversos fatores de riso intrinsecos e extrinsecos ou neurdnio.

2.4. Mecanismos fisiopatologicos que influenciam a susceptibilidade neuronal na doenca

de Parkinson

Entre os fatores e mecanismos associados a susceptibilidade neuronal na DP, a sintese
e acimulo de neuromelanina, a disfun¢do mitocondrial e a superexpressdao de a-syn tém sido
associados a susceptibilidade neuronal, bem como ao comprometimento de outras vias

neuronais associadas a DP.

A neuromelanina, pigmento escuro, sintetizado a partir da oxidacdo da DA, ¢é
caracteristica dos neurOnios catecolaminérgicos, principalmente os neurdnios dopaminérgicos
da SNpc e tem sido associada a patogénese da DP (VILA, 2019; XU; CHAN, 2015).
Curiosamente, entre os mamiferos, a concentracdo de neuromelanina aumenta
progressivamente a medida que, evolutivamente, aproxima-se da espécie humana, e estd
ausente em espécies menos derivadas (MARSDEN, 1961), bem como em roedores
(FEDOROW et al., 2005). Nos humanos, a quantidade desse pigmento é extremamente alta

comparada a outras espécies, sendo esse aumento relacionado ao avanco da idade, tornando

mais préxima sua relacdo com a DP (XING et al., 2018).

Alguns estudos mostraram que a neuromelanina pode estar envolvida no processo de
agregacdo de a-syn (HALLIDAY et al., 2005; XU; CHAN, 2015). Esse agregado proteico,
além de estar associado a formagdo dos corpos de Lewy, atua possibilitando uma
superexpressdo de tirosinase em roedores. Por sua vez, a tirosinase é uma enzima associada a
sintese da neuromelanina no tecido cerebral e, seu progressivo acimulo, provoca disfun¢do no
sistema de proteases, formac¢ado de inclusdes citoplasmaticas, déficit motor e neurodegeneracao
nigroestriatal progressiva, semelhante ao observado em pacientes da DP (CARBALLO-

CARBAIJAL etal.,2019). Nesse sentido, o acimulo desse pigmento ao longo da vida € sugerido

como um fator determinante para o risco da DP.

Outro fator que chama aten¢cdo em relagdo a susceptibilidade neuronal na DP € a
disfun¢do mitocondrial. Em condig¢des fisioldgicas normais, as mitocondrias desempenham
papel fundamental no funcionamento celular, com o fornecimento de adenosina trifosfato

(ATP), participac@o na sinalizag¢do celular, producdo de radicais livres e apoptose, os quais
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podem estar alterados em condi¢des patoldgicas (RYAN et al., 2015; WINKLHOFER;
HAASS, 2010).

A associacdo entre disfung¢@o mitocondrial e a vulnerabilidade neuronal na DP
comecou a ser investigada apds a descoberta de que a exposi¢do a uma neurotoxina, MPTP, e
depois pesticidas, podem induzir ao parkinsonismo através da inibi¢do do complexo I da cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial (BASTIOLI et al., 2019; CHINTA et al., 2018;
GONCALVES et al., 2018; HSIEH; MOUNSEY; TEISMANN, 2011; LANGSTON et al.,
1983; LANGSTON; BALLARD, 1983). E sugerido que o comprometimento da fungio dos
complexos mitocondriais, em especial o complexo I, estaria diretamente associado a patogénese
da DP, por provocar a reduc¢do na sintese de ATP e um aumento de espécies reativas de oxigénio
(KEENEY et al., 2006), promover a morfologia e distribuicdo mitocondrial anormal (PARK et
al., 2019), alteragcdo no mecanismo de importacdo de proteinas mitocondriais (FRANCO-
IBORRA et al., 2018), desregulacdo da homeostase de cédlcio (TABATA et al., 2018), déficit
na transmissdo sindptica (BASTIOLI et al., 2019), prejudicar a proliferacdo celular
(CABELLO-RIVERA et al., 2019), pode induzir a senescéncia celular (CHINTA et al., 2018)
e deficiéncia na autofagia celular (MCWILLIAMS; MUQIT, 2017; WISE et al., 2018). No
entanto, além da disfuncdo dos complexos transportadores de elétrons, estudos recentes
mostram que vdrios genes ligados a func@o mitocondrial (Tabela 1) estdo associados ao risco
da DP, o quais, podem causar mecanismos fisiopatolégicos semelhantes aos citados
anteriormente (BILLINGSLEY et al., 2019; DENG; WANG; JANKOVIC, 2018). Logo, o
entendimento da disfuncdo mitocondrial é crucial para a compreensdo da susceptibilidade
neuronal na DP. Mas, por outro lado, sua relacdo com a DP é altamente complexa, com
multiplos processos mitocondriais distintos, provavelmente envolvidos em diferentes estagios

da doenca.

Além da neuromelanina e da disfuncdo mitocondrial outro fator que afeta a
susceptibilidade dos neurdnios dopaminérgicos € a agregacdo proteica de o-syn, um dos
principais componentes dos corpos Lewy e neurites de Lewy, relacionados a patogénese da DP
(SPILLANTINTI et al., 1997; VERMILYEA; EMBORG, 2015). A a-syn é uma proteina
citosdlica, abundante em todo cérebro, principalmente nos terminais pré-sindpticos, com peso
molecular de 14 kDa, composta por 140 amino4cidos (VORONKOV et al., 2017). E codificada
pelo gene SNCA e mutacdes que afetam o dominio N-terminal da proteina, bem como a
duplicagdo ou triplicacdo desse locus génico que provocam uma maior expressao de a-syn,

estio relacionadas a DP na forma familiar (FERESE et al., 2015; POLYMEROPOULOS et al.,
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1996; SINGLETON et al., 2003; ZAFAR et al., 2018). Variantes e polimorfismos desse gene
estdo associados a forma esporddica da doenca (NALLS et al., 2014; SIMON-SANCHEZ et
al., 2009). Além disso, mutagdes em outros genes associados a DP também podem apresentar
corpos de Lewy (BERG et al., 2005), sugerindo que a compreensio dos mecanismos
subjacentes a sintese, funcio e degradacdo dessa proteina, seja fundamental para desvendar a

patogénese da doencga.

A o-syn estd presente no meio intracelular em diferentes estados conformacionais,
como em forma de monOmeros, tetrameros, oligdbmeros, fibrilas e agregados (MANE;
STEPANOVA, 2016; WONG; KRAINC, 2017; ZHANG et al., 2018). Apesar de grande debate
sobre os estados conformacionais da o-syn, nativamente ela se apresenta em conformagdes
monomeérica e tetramérica soliveis, em equilibrio dindmico. Os tetrimeros sdo menos
propensos a agregacdo e podem ser reduzidos a mondmeros, entdo apds modificagdes pos-
transcricionais ou mutacdes no gene SNCA, hd uma diminui¢do do estado tetramérico e um
aumento de mondmeros, os quais se tornam mais dobrados, podendo formar diversas
conformagdes potencialmente téxicas de espécies oligoméricas soluveis e fibrilares insoliveis
(FUSCOetal., 2017; GANGULY etal., 2018; WONG; KRAINC, 2017; ZHANG et al., 2018).
Apesar das formas fibrilares serem um dos principais componentes dos corpos de Lewy,
acredita-se que os oligdmeros desempenham papel fundamental na toxicidade neuronal
(FUSCO et al.,, 2017; ILJINA et al.,, 2017; ROBERTS; WADE-MARTINS; ALEGRE-
ABARRATEGUI, 2015). No entanto, a toxicidade desses estados conformacionais,
principalmente entre oligoméricos e fibrilares, é controverso (CHAVARRIA et al., 2018;
HAYDEN et al., 2015; ILJINA et al., 2017; LI et al., 2019; MAHUL-MELLIER et al., 2015).
Apesar de ser uma proteina abundante no tecido nervoso, ainda ndo € bem compreendido qual
a principal fun¢do da a-syn em condigdes fisioldgicas normais, mas por ser predominante em
terminais pré-sindpticos, acredita-se que a o-syn tenha um papel especifico na liberacdo de
neurotransmissores € na plasticidade sindptica, uma vez que sua auséncia prejudica a funcdo
neuronal (BURRE etal., 2010; VORONKOV et al., 2017). Por outro lado, sua superexpressao
pode provocar agregacdo proteica, junto a outras proteinas, formando os corpos de Lewy, os
quais podem levar a morte dos neur6nios dopaminérgicos por diferentes vias (BASTIOLI et al.,
2019; FRAHM et al., 2018; GANGULY et al., 2018; KANG et al., 2018; MOSHAROYV et al.,
2009; TOLO et al., 2018; WONG; KRAINC, 2017). Em contra partida, alguns estudos sugerem

que a formacgao de corpos de Lewy seria um mecanismo de defesa devido a disfun¢do no sistema
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de degradacdo proteica ubiquitina-proteassoma e autofagia-lisossomal (FUSSI et al., 2018;

JIANG et al., 2019; MCNAUGHT etal., 2001; THIBAUDEAU; ANDERSON; SMITH, 2018).

Atualmente acredita-se que a deposi¢ao de a-syn em corpos de Lewy seja a principal
causa da DP (Figura 3A). E sugerido que essa deposicdo inicie em regides periféricas e
ascendam para o cérebro por meio de seis estdgios sequenciais: iniciando no bolbo olfatdrio,
sistema nervoso autdnomo visceral e nicleo motor dorsal dos nervos glossofaringeo e vagal
(estdgio 1); avancando para bolbo e tegmento pontinho no tronco encefilico (estdgio 2);
seguindo para SNpc (estdgio 3); cortex temporal (estdgio 4) e progredindo para o neocdrtex
(estagio 5 e 6) (Figura 3B) (BRAAK et al.,, 2003; COLETTO et al., 2019; DAUER;
PRZEDBORSKI, 2003; HOGLINGER et al., 2015; POEWE et al., 2017; SURMEIER;
OBESO; HALLIDAY, 2017), no entanto, outras hipéteses ndo sdo descartadas, como a
hipétese da telencefalizacdo onde sugere que a atividade cortico estriatal pode ser um estressor
critico para os neurdnios dopaminérgicos (DIEDERICH et al., 2019; FOFFANI; OBESO,
2018).
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Figura 3: Representacio esquematica do estadiamento da patologia de Lewy na doenca de Parkinson. A)
Marcagdo imuno-histoquimica demostrando inclusdes citoplasmaticas, corpos de Lewy, com deposicao de a-syn
e ubiquitina. B) Representacio anatdmica da propagacdo da patologia Lewy ao longo do eixo caudo-rostral, a qual
inicia em regides mais periféricas e ascende para o cérebro através de seis estdgios. AM, amigdala; BO, bulbo
olfatério; CF, cortex frontal; CL, cértex limbico; Cl, clautro; HL, hipotdlamo lateral; LC, locus coeruleus; MDYV,
nucleo motor dorsal do vago; MR, niicleo magnus da rafe; NDR; nicleo dorsal da rafe; NMR, nicleo mediano da
rafe, NRGP/NRG, nicleo reticular paragigantocelular e gigantocelular; NPP, nicleo pendunculopontino; NOS,
nucleo do trato solitdrio; NIL, nicleos intralaminares; PB, Prosencéfalo basal; Se, septo; SNpc, substincia negra
parte compacta; VTA, drea tegmentar ventral; ZI, zona incerta. Figura adaptada de Dauer; Przedborski (2003) e
Surmeier; Obeso; Halliday (2017).

Além de afetar os neurdnios dopaminérgicos, o acimulo de a-syn também tem sido
associado a susceptibilidade dos neurdnios noradrenérgicos (HENRICH et al., 2018; MATSUI;
KENMOCHI; NAMIKAWA, 2019). Segundo a hipétese da patologia de Braak, os corpos de
Lewy afetam o LC (estdgio 2) antes de afetar a SNpc (estdgio 3) (Figura 3), sugerindo que o
comprometimento da via noradrenérgica estd associada a estdgios iniciais da DP e contribui
para a progressdo da doenca (BRAAK et al., 2003). Além disso, outros estudos mostram que
superexpressdo de a-syn provoca a degeneragdo dos neuronios noradrenérgicos no LC com
caracteristicas morfoldgicas semelhantes ao observado na doenca (HENRICH et al., 2018),
reducdo na expressdo do transportador de noradrenalina (NAT - Noradrenaline transporter)
(WERSINGER; JEANNOTTE; SIDHU, 2006) e interfere na regulacdo da transcricdo de
tirosina hidroxilase (TH) e dopamina B-hidroxilase (DBH) reduzindo a produciao de NA (KIM
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et al., 2014; KIM; MOON; CHOI, 2011), da mesma forma que o controle da expressdo de a-
syn previne contra a neurodegeneracio monoaminérgica (ALARCON-ARIS et al., 2018).
Adicionalmente, a estimulacdo da via noradenérgica, através dos RAP2 pode reduzir a
quantidade de RNAm do gene SNCA e a expressao de a-syn (MITTAL et al., 2017). Dessa
forma, esses estudos mostram que o-syn pode afetar os neur6nios noradrenérgicos € a
homeostase de NA por diferentes mecanismos. No entanto, esses mecanismos subjacentes a
associagdo entre a via noradrenérgica e a-syn nao sdo bem compreendidos na progressao da
DP, e estudos em modelos animais sao importantes ferramentas para ajudar na compreensao

desses mecanismos.

Apesar de estudos sobre esses fatores terem sido de grande importancia na
investigacdo sobre a susceptibilidade neuronal na DP, outros fatores, como estresse oxidativo
(TRIST; HARE; DOUBLE, 2019), neuroinflamacao (CRABBE et al., 2019;
VIVEKANANTHAM et al., 2015) e disfun¢do no sistema de proteases (MCNAUGHT et al.,
2001; ZHOU et al., 2019) tém sido associados a morte dos neurdnios dopaminérgicos na DP.
No entanto, ainda ndo se sabe qual desses mecanismos € o evento primdrio na patogénese da

doenca.

2.5. Modelos animais para estudo da doenca de Parkinson

Como discutido anteriormente, a DP € uma doencga sem etiologia definida e cerca de
90% dos casos se manifestam de forma esporadica na populagdo, o que implica que fatores de
risco ambientais e genéticos contribuem para o surgimento da doenca. Além disso, a variedade
de mecanismos fisiolégicos envolvidos na susceptibilidade neuronal, bem com a
heterogeneidade de fendtipo clinico dos pacientes e a auséncia de marcadores eficazes que
possam identificar a doenca em estdgios iniciais, dificultam a busca por estratégias terapéuticas
que possam controlar a progressdo da doenca.

Diante desse cendrio complexo, estudos em modelos animais experimentais que
representam caracteristicas fisiopatoldgicas e clinicas da doenga, tem possibilitado aprofundar
nossa compreensao sobre a DP e outras doengas multifacetadas. No entanto, dificilmente um
unico modelo animal representard todas as caracteristicas patoldgicas e clinicas da doenca,
sendo necessdario uma grande diversidade de modelos animais que melhor representem as

caracteristicas da doenca (BLESA; PRZEDBORSKI, 2014).
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A representacdo da DP em animais experimentais baseia-se em alteracOes genéticas,
modelos animais com alteragdes nos principais genes envolvidos, principalmente os que
representam a forma hereditaria da doenca, como por exemplo, SNCA (DUFFY et al., 2018;
FRAHM et al., 2018), LRRK2 (TOZZI et al., 2018), PINKI (TORRES-ODIO et al., 2017),
PARKIN (MATHEOUD et al., 2019) e DJ-1 (YANG et al., 2018), e na inducdo das
caracteristicas patoldgicas através de farmacos e neurotoxinas. Entre essas substdncias
utilizadas, destacam-se agentes farmacoldgicos e ou toxicos, como haloperidol (HERRERA -
MEZA et al., 2014), lipopolissacarideo (O’NEILL et al., 2019), RES (BISPO et al., 2019;
CARLSSON, 1975; SANTOS et al., 2013), pesticidas (rotenona e paraquat/maneb) (HOU et
al.,2017; WISE et al., 2018) e, os mais utilizados, 6-OHDA (BOIX; VON HIEBER; CONNOR,
2018; PARK et al., 2018) e MPTP (FRANCO-IBORRA et al., 2018; VIDYADHARA et al.,
2017). No entanto, apesar desses modelos genéticos conseguirem mimetizar mecanismos
fisiopatoldgicos subjacentes a forma familiar da DP, eles ndo sdo os mais utilizados por nédo
apresentarem um fendtipo patoldgico e comportamental mais préximo da maioria dos casos na
condi¢do humana. Por outro lado, os modelos animais induzidos por neurotoxinas, apesar de
ndo apresentarem formacdo bem definida de corpos de Lewy, sdo os mais estudados por
representarem com maior precisdo a degeneragdo dos neurdnios dopaminérgicos na via
nigostriatal, semelhante a casos da DP, acompanhada de déficits motores (BLESA;
PRZEDBORSKI, 2014).

Com base nos modelos animais da DP induzidos por neurotoxinas, destacamos os
modelos induzidos por 6-OHDA, MPTP e RES. A 6-OHDA € uma neurotoxina
catecolaminérgica seletiva, andloga a DA e NA, com alta afinidade com os transportadores de
DA (DAT) e NA, por ser hidrofébica, ndo atravessar a barreira hematoencefélica e precisa ser
injetada diretamente no cérebro, principalmente na SNpc, feixe prosencefdlico medial e
estriado, e dependendo da concentracdo e local da injecdo a degeneracdo dos neurdnios
dopaminérgicos podem levar de 12 horas a 3 semanas aproximadamente (BOIX; VON
HIEBER; CONNOR, 2018; LU et al., 2018; RYAN; BAIR-MARSHALL; NELSON, 2018).
Esse modelo animal ¢ amplamente estudado por provocar morte acentuada, principalmente, dos
neurdnios dopaminérgicos em um curto intervalo de tempo, levando a neurodegeneracio
dopaminérgica e a reducdo de DA estriatal, através da producdo de peréxido de hidrogénio,
espécies reativas de oxigénio e quinonas (Figura 4) (BOVE; PERIER, 2012; SIMOLA;
MORELLI; CARTA, 2007; SOTO-OTERO et al., 2000). No entanto, esse modelo nao

apresenta inclusdes citoplasmdticas de corpos de Lewy e um quadro de morte neuronal
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progressivo compativel com o surgimento gradual dos sintomas ndo motores € motores em
pacientes da DP (POEWE et al., 2017).

O modelo animal da 6-OHDA tem sido alvo de critica por ndo simular, de forma mais
precisa, as condi¢des patolégicas da DP (LI et al., 2018; WILSON et al., 2018). Além disso, a
disfun¢do motora observada em roedores segue um padrao rotacional devido a lesdo unilateral
provocada pela toxina, distante dos distirbios motores observados na DP (RYAN; BAIR-
MARSHALL; NELSON, 2018; SIMOLA; MORELLI; CARTA, 2007). Por outro lado, estudos
recentes mostram que o modelo animal induzido por 6-OHDA € uma importante ferramenta
para o estudo de diferentes mecanismos envolvidos na DP, uma vez que a susceptibilidade
neuronal pode aumentar quando sdo associadas lesdes em ntcleos diferentes, por agentes
variados (BENSAID et al., 2016). Lesdes provocadas por essa neurotoxina podem permitir o
estudo de mecanismos de agentes oxidantes (TONG et al., 2018), pré-inflamatérios (HAAS et
al., 2016), disfuncao glial (CHAZALON et al., 2018), atividade elétrica estriatal e mecanismos
que levam a discinesia induzida por levodopa (PARK et al., 2018; RYAN; BAIR-
MARSHALL; NELSON, 2018), entre outros (BECK et al., 2016; BOIX; VON HIEBER;
CONNOR, 2018; GAGNON et al., 2017; HOGLINGER et al., 2015).

Outra neurotoxina bastante utilizada para induzir parkinsonismo é a MPTP. Ela foi
descoberta e associada a DP apds usudrios de drogas administrarem, por via intravenosa,
heroina contaminada com MPTP e pouco tempo depois desenvolverem sintomas e
neurodegeneracdo dopaminérgica semelhante a observada na doenca (LANGSTON et al.,
1983; LANGSTON; BALLARD, 1983). Desde entdo, essa toxina tem sido amplamente
utilizada para inducdo do parkinsonismo, principalmente, em primatas ndo humanos e
camundongos (BLESA; PRZEDBORSKI, 2014; TIEU, 2011). Além disso, por sua
caracterfstica lipofilica, pode ser administrada perifericamente por diferentes vias,
principalmente intraperitoneal, intramuscular e subcutinea (HUANG et al., 2018;
PHILIPPENS et al., 2019; TIEU, 2011; VIDYADHARA et al., 2017).

No cérebro, a MPTP € capturado pela microglia e convertido em 1-metil-4fenil-2,3-
dihidropiridinio pela enzima monoamina oxidase — B (MAO-B), seguido por oxidacdo
formando o agente toxico 1-metil-4fenilpiridinio (MPP+), o qual € transportado para o interior
dos neur6nios dopaminérgicos através do DAT. No meio intracelular a MPP+ inibe o complexo
I da cadeia transportadora de elétron mitocondrial, provocando a morte dos neuronal por
diversos mecanismos discutidos anteriormente (Figura 4) (BASTIOLI et al., 2019; FRANCO-
IBORRA etal., 2018; LANGSTON et al., 1983; LEAL etal., 2016; PARK et al., 2019). Assim

como no modelo animal da 6-OHDA, a morte dos neurdnios dopaminérgicos e a redugdo de
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DA estriatal, dependendo da dose, pode ocorrer em poucas horas apds a administracdo da
toxina, bem como, os déficits motores que podem ser recuperados poucos dias apds a
administracdo aguda de MPTP, impossibilitam uma progressdo dos sintomas motores
caracterfsticos da DP (JACKSON-LEWIS; PRZEDBORSKI, 2007; SEDELIS;
SCHWARTING; HUSTON, 2001; VIDYADHARA et al., 2017). Mas por outro lado, subtipos
de neurdnios dopaminérgicos da NSpc apresentam uma maior vulnerabilidade ao MPTP
(POULIN et al., 2014), da mesma forma que os terminais sindpticos localizados no putamen
sdao mais afetados do que aqueles localizados no nucleo caldado, fenétipo fisiopatolégico muito
semelhante ao observado em casos da DP (BLESA et al., 2010).

Além das neurotoxinas 6-OHDA e MPTP, outra droga que se destaca na modelagem
animal da DP é a RES, um alcaloide extraido da raiz da Rauwofia serpentina, inicialmente
utilizada como farmaco para o tratamento de paciente hipertensos, devido a sua potente acao
hipotensiva (MCQUEEN; DOYLE; SMIRK, 1954). No entanto, Arvid Carlsson, apds observar
o estado deprimido, acinético, de pacientes hipertensos tratados com RES, demostrou que esse
efeito acinético em coelhos era revertido pela administragcdo do precursor da DA, L-3.4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA), constatando que a RES provocava a deplecdo de
catecolaminas (CARLSSON; LINDQVIST; MAGNUSSON, 1957). A partir desses achados,
estudos subsequentes demostraram que o tratamento L-DOPA podia controlar os sintomas
motores de pacientes da DP (FAHN, 2008).

A RES € um bloqueador irreversivel do VMAT do tipo 1 e 2, expresso principalmente
no sistema nervoso periférico e central, respectivamente (ERICKSON; EIDEN, 1993). Por
atravessar facilmente a barreira hematoencefdlica e a membrana plasmaética dos neurdnios
monoaminérgicos, bloqueia a proteina VMAT-2, impedindo o envesiculamento de DA, e outras
monoaminas (Figura 4) (ERICKSON; EIDEN; HOFFMAN, 1992; LEAL et al., 2016; STAHL,
2018; YAMAMOTO et al., 2007), o que provoca um aumento da concentracdo de monoaminas
citoplasmaticas e, consequentemente, a metabolizacdo dessas substancias gera espécies reativas
de oxigénio, quinonas altamente reativas, que podem provocar estresse oxidativo, e danos
celulares (LEAO et al., 2015). Por essa caracteristica peculiar de afetar os neurdnios
monoaminérgico, responsaveis pela producdo de DA, NA e 5-HT, o modelo animal induzido
por RES consegue mimetizar caracteristicas sintomatoldgica, neuroquimica e farmacoldgica da
DP (BISPO et al., 2019; LEAL et al., 2019a, 2019b; LEAO et al., 2017; LINS et al., 2018;
SANTOS et al., 2013).
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Figura 4: Representacio esquematica do mecanismo de acio das neurotoxinas utilizadas na modelagem de
modelos animais da doenca de Parkinson. Diferente das demais toxinas, a reserpina atua nos diferentes
neurénios monoaminérgicos, através do bloqueio irreversivel do VMAT-2, provocando a deplecdo de DA,
noradrenalina e serotonina na fenda sindptica. Figura adaptada de Leal et al. (2016).

Os modelos animais induzidos por 6-OHDA e MPTP t€m como principal caracteristica
a reducdo abrupta dos neurdnios dopaminérgicos, o que dificulta mimetizacao da caracteristica
progressiva dos sintomas motores € nao motores da doenca. Por outro lado, o modelo animal
induzido por RES apresenta as caracteristicas fisiopatoldgicas do parkinsonismo, semelhante
ao observado em diferentes estdgios da DP (Figura 5) (DEUMENS; BLOKLAND;
PRICKAERTS, 2002). Esse modelo animal tem um desenvolvimento gradual e progressivo dos
sintomas motores e redugdo de células imunorreativas a TH (BISPO et al., 2019; DE FREITAS
etal., 2016; SANTOS et al., 2013), aumento nos niveis de a-syn solivel e peroxidacao lipidica
(LEAO et al., 2017) que comprometem o funcionamento de outras vias, levando a sintomas néio
motores associados a estdgios inicias da DP (LEAL et al., 2019a, 2019b; LUO et al., 2017).
Recentemente, um estudo em droséfila mostrou que RES pode provocar morte celular por
inibicao do fluxo autofagico (LEE et al., 2015a). Além disso, o modelo de RES tem apresentado
boa resposta a novas substancias com potencial terapéutico para a DP (BESERRA-FILHO et
al., 2019; LINS et al., 2018; PERES et al., 2016).
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Figura 5: Representacio esquematica da evolucdo da doenca de Parkinson em humanos e os modelos
animais induzidos por 6-OHDA e MPTP. Os nos modelos animais induzidos por 6-OHDA e MPTP apresentam
alto nivel de déficits comportamentais e neuroquimicos no inicio da doenca e com o passar do tempo apresentam
uma recuperagdo, enquanto a doeng¢a, em humanos, apresenta um aumento progressivo dos déficits
comportamentais e neuroquimico. Figura adaptada de Deumens; Blokland; Prickaerts (2002).

Com base nessas caracteristicas, a utilizacdo do modelo animal induzido por RES € o
mais indicado para o presente estudo. Uma vez que, hd a necessidade de mimetizar a natureza

progressiva da DP, frente a desafios sobre a via noradrenérgica.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar a participagdo dos receptores noradrenérgicos frente aos déficits

monoaminérgicos induzido por reserpina.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito da manipulacdo farmacoldgica dos RAB e sobre os déficits motores

do modelo experimental de parkinsonismo;

Avaliar o efeito da manipulagdo farmacoldgica dos RAP frente aos déficits
monoaminérgicos e a expressao de tirosina hidroxilase, dopamina B-hidroxilase e a-sinucleina

no cérebro de ratos induzidos ao parkinsonismo;
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4. MATERIAL E METODO
4.1. Animais

Foram utilizados 67 ratos Wistar de 6 e 8 meses de idade, com peso entre 350 a 500 g,
provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de
Sergipe (UFS) e mantidos no Biotério do Laboratério de Neurofisiologia da UFS. Os animais
foram alojados, em nimero de no mdximo 5 animais, em gaiolas pldsticas (33 x 40 x 17 cm)
com grade de aco inoxiddvel, sob condi¢des de ventilagdo e temperatura controladas (22 + 1°C),
ciclo claro/escuro de 12h/12h (luzes acesas as 6 h) e acesso livre a dgua e racdo. Todos os
procedimentos realizados no presente estudo foram conduzidos cuidadosamente de acordo com
os principios éticos estabelecidos pela Sociedade Brasileira de Ciéncias e Animais de
Laboratério (SBCAL) e pela lei brasileira para o uso de animais em pesquisas (Lei Arouca, n°
11.794/2008) e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da UFS
(CEPA/UFS) sob protocolo de nimero 13/2018 (Anexo I). Todos os esfor¢os foram realizados

para minimizar o ndmero de animais usados e o seu sofrimento.

4.2. Drogas

A RES (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO) 0,1 mg/kg foi dissolvida em 4cido acético
glacial (Vetec, Rio de Janeiro, BR) 99,7% (50 puL) e diluida em dgua destilada (50 mL). O
veiculo consiste na mesma quantidade de dcido acético e dgua destilada usados na solucdo de
reserpina.

SALB (5 mg/kg) e PRO (20 mg/kg) (Sigma-Aldrich Brasil Ltda) foram dissolvidos
em tampao fosfato de sédio (TFS) 0,1 M a pH 7,4 e o como veiculo dessas solugdes foi
administrado a solu¢do TFS.

Cloridrato de cetamina (Ketamina®, Agener Unido) 100 mg/kg, Cloridrato de xilazina

(Calmiun®, Agener Unido) 10 mg/kg.

4.3. Delineamento experimental

Antes do inicio dos testes experimentais os animis foram submetidos a um periodo de
manipulacdo didria de 5 minutos, durante 5 dias, com finalidade de habituar os animais ao
experimentador (SANTOS et al, 2013). Todos experimentos foram realizados,

preferencialmente, no mesmo hordrio, obedecendo o periodo entre 8:00 as 17:00 horas., e 0s
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animais foram observados nos testes comportamentais alternadamente entre os grupos. Entre
as sessdoes comportamentais, os aparelhos foram limpos com uma solugdo 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).

Os animais foram divididos aleatoriamente em seis grupos: (1) CTR, grupo controle
(n=11), tratado com veiculo da reserpina e veiculo do SALB e PRO; (2) RES, grupo reserpina
(n =12); (3) SALB, grupo salbutamol (n = 10); (4) RES-SALB, grupo reserpina-salbutamol (n
= 10); (5) PRO, grupo propranolol (n = 11); e (6) RES-PRO, grupo reserpina-propranolol (n
=13). Apd6s o periodo de manipulagdo, todos os animais receberam 12 injecdes por via
subcutanea (s.c.) da solu¢do RES (0,1 mg/kg) ou veiculo da RES, respectivamente,
administradas durante 25 dias, uma a cada 48 horas (BISPO et al., 2019; SANTOS et al., 2013).
Apo6s a 8% injecdo de RES, 16° dia de experimento, todos os animais foram tratados com SALB
(5 mg/kg), PRO (20 mg/kg) ou veiculo da solugdo por via intraperitoneal (i.p.), durante 8 dias,
um a cada 24 horas (CARTER; LYNCH, 1994; O’NEILL et al., 2019). Todas as injecdes foram
administradas sempre apds os testes comportamentais. Ao longo do experimento, 0s animais
foram submetidos aos testes comportamentais de (1) catalepsia I (realizada a cada 48 horas, ao
longo de todo experimento); (2) catalepsia II (realizada no 16° dia, 30, 60, 120 minutos, 24 e
48 horas ap6s a 1* injecdo de SALB e PRO); (3) campo aberto (realizado no 16° dia, 60 minutos
ap6s a 1? injecdo de SALB e PRO) e (4) movimentos orais (MOFS) (realizado no 16° dia, 120
minutos apos a 1* injecdo de SALB e PRO, 18° e 24° dia). No 24° dia, 24 horas apds a ultima
injecdo de SALB e PRO (8% injecao) os animais foram anestesiados e sacrificados por perfusao
transcardiaca para fixagdo e coleta dos encéfalos e posterior processamento dos tecidos a serem

submetidos a imuno-histoquimica (Figura 6).
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Figura 6: Representacio esquematica do delineamento experimental. O experimento foi realizado em um
periodo de 25 dias, periodo no qual os animais receberam 12 injecdes de reserpina e 8 injecdes de salbutamol e

propranolol.

4.4. Testes comportamentais
4.4.1. Teste de catalepsia

A catalepsia € caracterizada por um estado comportamental de auséncia de movimento
e rigidez muscular induzido pela deplecao de DA (GERLACH; RIEDERER, 1996). O teste de
catalepsia € utilizado para avaliar a atividade motora em modelos animais, cuja avaliacdo € feita
através da andlise do periodo de laténcia para iniciar o movimento. O comportamento de
catalepsia foi avaliado a cada 48 horas, colocando-se as patas dianteiras do animal sobre uma
barra horizontal metdlica, elevada 9 cm da superficie de apoio das patas traseiras. Foi medida a
laténcia para o animal realizar um movimento completo de retirada da pata da barra, ou seja,
sair da posi¢do inicial. Os animais foram submetidos ao aparato trés vezes consecutivas, em
cada dia de avaliacdo, até um limite de 180 segundos e para cada dia foi realizada uma média
do tempo de laténcia para cada animal (BISPO et al., 2019; LEAL et al., 2019a; LINS et al.,
2018; SANTOS et al., 2013) (Figura 7).
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Figura 7: Aparato de catalepsia. Fonte: Laboratdrio de Neurofisiologia (LNFS).

4.4.2. Atividade exploratoria em campo aberto

O campo aberto é um teste utilizado para avaliar a atividade locomotora,
comportamento exploratério e estado de ansiedade de animais experimentais (BISPO et al.,
2019; LINS et al., 2018; SANTOS et al., 2013; SOUZA et al., 2018). O campo aberto é um
aparato circular (didmetro = 80 cm, altura = 40 cm), com a parte interna pintada de preto para
aumentar o contraste e favorecer a identificagdo da posicao do animal. Para a realiza¢do dos
experimentos, cada animal foi colocado individualmente no centro do aparato para livre
exploragdo por 5 minutos e filmados com uma camera posicionada sobre o campo aberto a uma
altura de 230 cm e conectada a um computador. Os pardmetros comportamentais de distdncia
percorrida, velocidade média e tempo de permanéncia no centro, foram registrados pelo

programa de rastreamento de animais (Anymaze, Stoelting, Wood Dale, IL, USA) (Figura 8).
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Figura 8: Aparato de campo aberto. Fonte: Laboratdrio de Neurofisiologia (LNFS).

4.4.3. Avaliagao dos movimentos orais (MOFS)

O teste utilizado para avaliar os movimentos involuntdrios na regido oral de animais
experimentais. O animal foi colocado em uma gaiola gradeada (40 cm x 40,5 cm x 20 cm) com
espelhos posicionados sob e atrds da gaiola, a fim de permitir que o observador visualizasse o
animal em qualquer posicdo. Foi avaliado o nimero de movimentos de mastigacdo no vicuo
(movimento rdpido da mandibula que se assemelha ao movimento de mastigacao, porém nao
direcionado a um estimulo particular), o nimero de movimentos de protusdo de lingua (a
protusdo de lingua foi considerado quando o animal projetou a lingua para fora da cavidade
bocal) e o tempo de tremor oral (periodo de tempo que o animal apresentou tremor na regiao
oral), foram quantificados durante 10 minutos. Estes movimentos ndo foram considerados
quando ocorreram durante um periodo de grooming (LEAO et al., 2017; LINS et al., 2018)
(Figura 9).
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Figura 9: Aparato utilizado para avaliacdo de movimentos orais. Fonte: Laboratdrio de Neurofisiologia (LNFS).

4.4.4. Peso Corporal

Para o acompanhar a variac@o do peso corporal dos animais ao longo do experimento,
o peso dos animais foi aferido a cada 4 dias. Para aferir o peso dos animais foi utilizado uma
balanca portatil com cuba, onde os animais foram colocados. Para avaliar a variagdo o peso
corporal utilizamos a razdo P = [(Pf/Pi) -1) x100], onde P (peso), Pf (peso final), Pi (peso

inicial).

4.4.5. Perfusdo dos animais

ApOs o periodo de realizacdo dos testes comportamentais realizados no 24* dia, 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, seccionando a pele e partes moles, a cavidade tordcica.
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ApOs a exposicao da cavidade abdominal, foi feito uma incisdo no diafragma para exposi¢do
do coracgdo. Os animais foram perfundidos intracardiamente com tampao fosfato de sédio (TFS;
pH 7.4) para a lavagem dos vasos, por 10 minutos e, posteriormente, com paraformaldeido 4%
(PFA) em tampao fosfato (TF; pH 7,4; 100 mM), por 20 minutos, para fixacdo do tecido. Apds
a perfusdo, os cérebros foram removidos e mergulhados em uma solugdo fixadora de sacarose

30% a 4°C.

Ap6s a perfusdo dos animais, as carcacas foram depositadas em sacos pldsticos
apropriados e armazenadas no freezer de coleta de material biolégico situado no biotério do
Departamento de Fisiologia da UFS para posterior recolhimento durante a coleta de lixo
especializada. Os residuos perfurocortantes foram armazenados em caixas adequadas e levados

até o hospital universitario para descarte junto ao material do hospital.

Os cérebros foram levados a um criostato de deslizamento (Leica, EUA) onde foram
congelados a -20°C para obten¢do de secgdes coronais de 50 pum, as quais foram distribuidas
sequencialmente em 4 compartimentos, em um meio liquido contendo solucio anticongelante.
Cada um desses compartimentos corresponde a 1 de 4 sec¢des, de maneira que a distancia entre
uma sec¢do e a seguinte seja de aproximadamente 250 pm. Estes cortes foram armazenados em
uma solucdo anticongelante a base de etilenoglicol e TF e posteriormente conservados a 4 °C

até as reacOes de imuno-histoquimica.

4.5. Andlise morfologica
4.5.1. Imuno-histoquimica

ApOs as fases de testes experimentais, perfusdo e sec¢do dos encéfalos, as sec¢des dos
tecidos foram submetidas a técnica de imuno-histoquimica a temperatura ambiente (22-25°C).
Os tecidos foram lavados em TF 0,1 M (4 vezes de 5 minutos, sob agitacdo automadtica), e em
seguida foram pré-tratadas com peréxido de hidrogénio (H20,) 0,3% e TF por 20 minutos, para
inativagdo da peroxidase enddgena. Posteriormente, os tecidos foram lavados em leite
desnatado 5% e TF durante 15 minutos, para evitar ligacdes inespecificas do anticorpo primdrio,
e ao retird-los do leite foram lavados em TF por 5 minutos, em seguida encubados em anticorpos
primdrios, todos produzidos em coelho, monoclonal anti-DH (ab209487 Abcam, EUA, 1:750)
e policlonais, anti-oa-syn (cat # sc-7011-R, Santa Cruz Inc., Santa Cruz, CA, EUA, 1:1000) e
anti-TH (#AB152 Millipore/Sigma, EUA, 1:5000), diluidos em TF contendo Triton-X 100 a
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0,4% (ICN Biomedicals) e soro normal de cabra (Sigma Chemical Company) a 2% durante 24
horas (22 °C). Em seguida, os tecidos foram encubados em anticorpo secundério biotinilado
anti-coelho (sc2004 Santa Cruz Biotechnology, EUA, 1:1000), diluido em TF contendo Triton-
X 100 a 0,4%, por 2 horas. Apds o anticorpo secunddrio, as sec¢cdes foram lavadas em TF e
encubadas durante 2 horas no complexo avidina biotina (ABC — avidin biotin complex, Elite
kit, Vector Labs, Burlingame, EUA). Para revelacdo, os tecidos foram colocados em contato
com o cromogeno, a diaminobenzidina (DAB) (Sigma, St Louis, MO, EUA) a 2,5% diluida em
TF (0,1 M/pH 7.,4) € 0,01% de H>0.

4.5.2. Aquisicdo de imagens

Apés a imuno-histoquimica as sec¢des foram montadas em laminas previamente
gelatinizadas, e em seguida foram intensificadas em solucdo de tetr6xido de 6smio 0,006% e
desidratadas através da exposicdo a concentragdes crescentes de dlcoois, clareadas com xilol e
as laminulas fixadas com Entellan (Merck). As seccdes foram examinadas por iluminacao de
campo claro (Nikon Eclipse Ci-S, Nikon Corporatin inc., Japan) e as imagens capturadas
utilizando-se uma camera digital (Ds-filc, Nikon Corporatin inc., Japan) e programa especifico
para essa finalidade (Imaging Software NIS Elements, Nikon, versdo 4.30), os quais estavam
acoplados ao microscopio, e as localizacdes das dreas foram determinadas usando o atlas

Paxinos e Watson (PAXINOS; WATSON, 2007).

4.5.3. Contagem de células

Para cada animal foram feitas imagens dos cortes em aumento de 100x (objetiva de
10x), 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¢des de cada animal (10 a 5 animais
por grupo) e o nimero de células para cada um deles corresponde a média entre as 4 secgdes
analisadas. As dreas analisadas foram a drea de células noradrenérgica A5 (NAS5), bulbo
olfatério (BO), LC, SNpc e VTA. Todas as células imunorreativas a TH* nas areas de interesse
foram contadas utilizando o software Image J (versdo 1.6.0, NIH) e a delimitacdo da 4rea foi
realizada com base no atlas de Paxinos e Watson (2007). Todas as contagens foram realizadas

de forma “cega”, de forma que o experimentador ndo soube a que grupo pertencia cada imagem
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a ser contada. Os valores para cada animal foram normalizados pela média dos valores obtidos

nos animais pertencentes ao grupo controle.

4.5.4. 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 modifica¢do de brilho e contraste,
uma vez que os valores em pixels encontrados em cada imagem correspondem a uma
intensidade maior ou menor de marcagdo de determinada substancia no tecido analisado. Cada
animal foi representado por 4 imagens consecutivas para cada drea, area subventricular (ASV),
BO, CPFm, cortéx entorrinal, estriado dorsal, hipocampo [CA1, CA3 e giro denteado (GD)] e
SNr as quais foram analisadas utilizando o software Image J (versdo 1.6.0, NIH). Na mesma
imagem também foi selecionado um campo de igual tamanho em uma drea controle, com pouca
ou quase nenhuma marcac¢do no tecido. O numero médio de pixels calculados nos campos de
interesse foi subtraido do nimero de pixels da drea controle no mesmo tecido. Assim como na
contagem de células, os valores para cada animal foram normalizados pela média dos valores

obtidos nos animais pertencentes ao grupo controle.

4.6. Andlise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e
apresentaram distribuicdo normal para todas as varidreis, entdo foram aplicados testes
paramétricos apropriados. Os dados comportamentais do teste de catalepsia e peso corporal
foram submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas
seguida do pos-teste de Fisher’s LSD. Os dados de campo aberto, movimentos orais e contagem
de células e DOR foram submetidos a ANOVA de uma via seguida do pés-teste de Fisher’s
LSD. Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média (x E.P.M.) e foram
considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05. Todas as andlises foram
realizadas través do software Graph Pad Prism versdo 6.0 (Graph Pad Prism Software Inc., San

Diego, CA, EUA).
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito da administracdo repetida de salbutamol e propranolol no comportamento

motor de um modelo de parkinsonismo

5.1.1. Teste de catalepsia

A ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou efeito de tempo (dias de
tratamento) [F (12, 732) = 95,91; p < 0,001], tratamento [F (5, 61) = 27,79; p < 0,001] e
interacdo tempo x tratamento [F (61, 732) = 3,48; p < 0,001]. O pés-teste de Fisher’s LSD
revelou aumento significativo no tempo de catalepsia dos grupos RES-SALB e RES-PRO, a
partir do dia 16 (48 horas apds a 8 injecdo de RES) e do grupo RES, a partir do dia 18 (48
horas ap6s a 9 inje¢do de RES), quando comparados aos grupos SALB ('%p = 0,01; 820,22, 24p
<0,001), PRO (16 18:20.22.245 < (0,001) e CTR ('3 292224 < 0,001), respectivamente. Os grupos
RES-SALB e RES-PRO apresentaram menor tempo de catalepsia, a partir do dia 18 (48 horas
apos a 9% injecdo de RES e 24 horas apds a 1? injecdo de SALB e PRO), quando comparado ao
grupo RES (18 20-22. 245 < 0,001) e (*®p < 0,001), respectivamente. Além disso, o pds-teste de
Fisher’s LSD revelou que o grupo RES-SALB apresentou um menor tempo de catalepsia, a

partir do dia 18 (48 horas apds a 9* injecdo de RES e 24 horas ap6s a 17 injecdo de SALB e
PRO), quando comparado ao grupo RES-PRO ('®p = 0,03; 222 24p > 0,001) (Figura 10A).

A ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou efeito de tempo (dias de
tratamento) [F (5, 305) =44,70; p < 0,001], tratamento [F (5,61) =30,58; p <0,001)] e interagdo
tempo x tratamento [F (25, 305) = 11,73; p < 0,001). O pés-teste de Fisher’s LSD revelou um
aumento significativo no tempo de catalepsia dos grupos RES, RES-SALB e RES-PRO, apds
a 1*inje¢do de SALB e PRO no 16° dia, quando comparado aos grupos CTR (°*p = 0,002; 129"
24h, 480" < 0,001), SALB (3%p = 0,01; 607 120°, 24h, 48hy < () 001) e PRO (°Op = 0,01; 2°p = 0,005;
24h, 480 < 0,001), respectivamente. RES-SALB também apresentou maior tempo de catalepsia,
60 e 120 minutos apés a 1% inje¢do de SALB e PRO, quando comparado aos grupos RES (*“p
=0,004; '?p < 0,001) e RES-PRO (°*29p < 0,001), respectivamente. O p6s-teste de Fisher’s
LSD também revelou um menor tempo de catalepsia dos grupos RES-SALB e RES-PRO, 48
horas apés a 1* inje¢do de SALB e PRO (18° dia), quando comparado ao grupo RES (*8"p <
0,001) e (¥"p = 0,01), respectivamente (Figura 10B).
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Figura 10: Efeito da administracio de salbutamol (5 mg/kg) e propranolol (20 mg/kg) no comportamento
de catalepsia. (A) A RES provocou um aumento no tempo de catalepsia dos grupos RES-SALB, RES-PPRO e
RES, a partir do 16° e 18° dia, comparados aos grupos SALB, PRO e CTR, respectivamente. Mas administragdo
de SALB provocou uma redugdo significativa no tempo de catalepsia do grupo RES-SALB, a partir d 18° dia,
comparado aos grupos RES e RES-PRO. (B) No 16° dia, o grupo RES-SALB apresentou maior tempo de
catalepsia, no intervalo entre 60 e 120 minutos apds a 1* injecdo de SALB e PRO, comparado aos grupos RES e
RES-PRO, e no 18° dia RES-SALB e RES-PRO apresentaram menor tempo de catalepsia comparado ao grupo
RES. Os valores foram expressos como média + E. P. M. *p < 0,05 quando comparado CTR x RES; #p < 0,05
quando comparado SALB x RES-SALB; +p < 0,05 quando comparado PRO x RES-PRO; ep < 0,05 quando
comparado RES-SALB x RES; Ap < 0,05 quando comparado RES-SALB x RES-PRO; ° P< 0,05 quando
comparado RES-PRO x RES. (ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida pelo pds-teste de Fisher’s
LSD). CTR = controle; RES = reserpina; SALB = salbutamol; RES-SALB = reserpina-salbutamol; PRO =
propranolol; RES-PRO = reserpina-propranolol.
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5.1.2. Atividade exploratoria em campo aberto

O teste de campo aberto foi realizado 60 minutos apds a 1* injecao de SALB e PRO,
no 16° dia. A ANOVA de uma via mostrou efeito do tratamento na distancia percorrida [F (5,
61)=7,45;p<0,001)], velocidade média [F (5,61)=6,93; p <0,001)] e tempo de permanéncia
no centro [F (5, 61) = 5,55; p < 0,001)]. O pés-teste de Fisher’s LSD revelou uma reducao
significativa na distancia percorrida dos grupos RES e SALB, RES-SALB e RES-PRO, quando
comparados aos grupos CTR (p < 0,001 e p = 0,02), SALB (p = 0,02) e PRO (p = 0,004),
respectivamente (Figura 11A). Também foi observada uma reducao significativa na velocidade
média dos grupos RES e SALB, RES-SALB e RES-PRO, quando comparados aos grupos CTR
(p < 0,001 e p=0,03), SALB (p = 0,03) e PRO (p = 0,004), respectivamente (Figura 11B).
Além disso, O pés-teste de Fisher’s LSD revelou um aumento significativa no tempo de
permanéncia no centro do grupo RES-SALB, quando comparados aos grupos SALB (p <
0,001), RES (p =0,01) e RES-PRO (p < 0,001) (Figura 11C).
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Figura 11: Efeito da administracio de salbutamol (5 mg/kg) e propranolol (20 mg/kg) na atividade
exploratéria de ratos submetidos ao modelo de parkinsonismo induzido por reserpina (0,1 mg/kg). A
administrac@o de reserpina provocou reducgdo na (A) distancia percorrida e (B) velocidade média dos grupos RES
e SALB, RES-RSAL e RES-PRO, quando comparados aos grupos CTR, SALB e PRO, respectivamente. (C) O
grupo RES-SALB apresentou um aumento na porcentagem de tempo no centro, quando comparado aos grupos
SALB, RES e RES-PRO. Os valores foram expressos como média + E. P. M. *p < 0,05 comparado ao grupo CTR;
#p < 0,05 comparado ao grupo SALB; +p < 0,05, comparado ao grupo PRO; ep < 0,05 comparado ao grupo RES;
Ap < 0,05 comparado ao grupo RES-PRO. (ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Fisher’s LSD). CTR =
controle; RES = reserpina; SALB = salbutamol; RES-SALB = reserpina-salbutamol; PRO = propranolol; RES-
PRO = reserpina-propranolol.
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5.1.3. Avaliagao dos movimentos orais

O teste de MOFS foi realizado no 16° (2 horas ap6s a 1* inje¢cdo de SALB e PRO), 18°
e 24° dia. A ANOVA de uma via mostrou efeito do tratamento para a mastigagdo no vacuo [F
(5, 60) =7,07; p < 0,001)] e protusdo de lingua [(5, 60) =9,17; p < 0,001)] no 16°, 18° [F (5,
61)=6,44;p <0,001)] e [F(5,61)=3,36; p=0,009) e 24° dia [F (5,61) = 13,54; p <0,001) e
[F (5, 61) = 4,11; p = 0,002)], respectivamente. O pds-teste de Fisher’s LSD revelou um
aumento no numero de mastiga¢cdo no vacuo do grupo RES-SALB quando comparado ao grupo
SALB (p =0,03) e aumento de mastiga¢ao no vacuo e protusao de lingua do grupo RES quando
comparado aos grupos CTR (p < 0,001), RES-SALB (p = 0,001 e p < 0,001) e RES-PRO (p <
0,001), respectivamente, no 16°dia (Figura 12A e 13A). Também foi observado um aumento
no nimero de mastigacdo no véacuo dos grupos RES, RES-SALB e RES-PRO, quando
comparado aos grupos CTR (p =0,03), SALB (p < 0,001), e PRO (p <0,001), respectivamente,
e um aumento no nimero de protusdo de lingua do grupo RES-SALB, quando comparado ao
grupo SALB (p =0,03), e do grupo RES-PRO, quando comparado aos grupos PRO (p = 0,005)
e RES (p = 0,01) no 18° dia (Figura 12B e 13B). Além disso, o pés-teste de Fisher’s LSD
revelou um aumento mastigagdo no vacuo do grupo RES, quando comparado aos grupos CTR
(p <0,001) e RES-PRO (p=0,03), e do grupo RES-SALB quando comparado aos grupos SALB
(p <0,001), RES (p=0,01) e RES-PRO (p <0,001) e aumento no nimero de protusdo de lingua
dos grupos RES, RES-SALB e RES-PRO, quando comparado aos grupos CTR (p = 0,02),
SALB (p=0,01) e PRO (p = 0,006), respectivamente, no 24° dia (Figura 12C e 13C).

Em relagdo ao tremor oral,a ANOVA de uma via ndo mostrou efeito do tratamento no
16° [F (5, 60) = 0,91; p = 0,47)] nem no 18° dia [F (5, 61) = 1,05; p = 0,39)]. No entanto, a
ANOV A mostrou efeito do tratamento no 24° dia [F (5, 61) =4,54; p = 0,001). O pds-teste de
Fisher’s LSD revelou um aumento significativo no tempo de tremor oral nos grupos RES e
RES-SALB, quando comparados aos grupos CTR (p = 0,001) e SALB (p = 0,002),

respectivamente, no 24° dia (Figura 14C).
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Figura 12: Efeito da administracio de salbutamol (5 mg/kg) e propranolol (20 mg/kg) sobre o nimero de
mastigacio no vacuo de ratos submetidos ao modelo de parkinsonismo induzido por reserpina (0,1 mg/kg).
(A) O grupo RES apresentou um aumento no niimero de mastigacdo no viacuo comparado aos grupos CTR, RES-
SALB e RES-PRO no 16° dia. (B) No 18° dia, os grupos RES, RES-SALB e RES-PRO, apresentaram aumento
no nimero de mastigagdo no vicuo comparado aos grupos CTR, SALB e PRO, respectivamente. (C) No 24° dia
o grupo RES-SALB apresentou um aumento no nimero de mastigacdo no vacuo comparado aos grupos SALB,
RES e RES-PRO, enquanto o grupo RES apresentou um aumento no nimero de mastigacdo comparado aos grupos
CTR e RES-PRO. Os valores foram expressos como média + E. P. M. *p < 0,05 comparado ao grupo CTR; #p <
0,05 comparado ao grupo SALB; +p < 0,05, comparado ao grupo PRO; ep < 0,05 comparado ao grupo RES; Ap
< 0,05 comparado ao grupo RES-PRO. (ANOVA de uma via seguida pelo p6s-teste de Fisher’s LSD). CTR =
controle; RES = reserpina; SALB = salbutamol; RES-SALB = reserpina-salbutamol; PRO = propranolol; RES-
PRO = reserpina-propranolol.
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Figura 13: Efeito da administraciao de salbutamol (5 mg/kg) e propranolol (20 mg/kg) sobre o niimero de
protusio de lingua de ratos submetidos ao modelo de parkinsonismo induzido por reserpina (0,1 mg/kg).
(A) O grupo RES apresentou um aumento no nimero de protusdo de lingua comparado aos grupos CTR, RES-
SALB e RES-PRO no 16° dia. (B) No 18° dia, os grupos RES-SALB, apresentou um aumento no nimero de
protusao de lingua comparado ao grupo SALB e o grupo RES-PRO apresentou um maior nimero de protusdo de
lingua comparado aos grupos PRO e RES. (C) No 24° dia os grupos RES, RES-SALB, RES-PRO apresentaram
um aumento no nimero de protusdo de lingua comparado aos grupos RES, SALB e PRO, respectivamente. Os
valores foram expressos como média + E. P. M. *p < 0,05 comparado ao grupo CTR; #p < 0,05 comparado ao
grupo SALB; +p < 0,05, comparado ao grupo PRO; ep < 0,05 comparado ao grupo RES. (ANOVA de uma via
seguida pelo pés-teste de Fisher’s LSD). CTR = controle; RES = reserpina; SALB = salbutamol; RES-SALB =
reserpina-salbutamol; PRO = propranolol; RES-PRO = reserpina-propranolol.
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Figura 14: Efeito da administraciao de salbutamol (5 mg/kg) e propranolol (20 mg/kg) sobre o tempo de
tremor oral de ratos submetidos ao modelo de parkinsonismo induzido por reserpina (0,1 mg/kg). (A e B)
Nao foi observada diferenca significativa no tempo de tremor oral entre os grupos avaliados no 16 ° e 18° dia. (C)
No 24° dia, os grupos RES e RES-SALB apresentam um aumento no tempo de tremor oral comparado aos grupos
CRT e SALB, respectivamente, enquanto o grupo RES-PRO nao apresentou diferenca significativa no tempo de
tremor oral comparado ao grupo PRO. Os valores foram expressos como média + E. P. M. *p < 0,05 comparado
ao grupo CTR; #p < 0,05 comparado ao grupo SALB. (ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Fisher’s
LSD). CTR = controle; RES = reserpina; SALB = salbutamol; RES-SALB = reserpina-salbutamol; PRO =
propranolol; RES-PRO = reserpina-propranolol.
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5.1.4. Peso corporal

O peso dos animais foi aferido ao longo de todo o experimento, a cada 4 dias. A
ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou efeito de tempo (dias de Tratamento) [F
(6, 366) = 113,9; p < 0,001)], tratamento [F (5, 61) = 7,34; p < 0,001)] e interagdo tempo x
tratamento [F (30, 366) = 17,53; p < 0,001)]. O pés-teste de Fisher’s LSD revelou uma reducao
significativa do peso corporal dos grupos RES-SALB e RES-PRO, a partir do 11°dia (6* inje¢ao
de RES), quando comparados aos grupos SALB (''p = 0,004; 5p =0,01; '>%p < 0,001) e PRO
(M'p=0,01; ®p =0,001; ' #p < 0,001), respectivamente. Também foi observada uma reducio
do peso corporal no grupo RES, a partir do 15° dia (8® injecdo de RES), quando comparado ao
grupo CTR (p = 0,03; 1 23p < 0,001). Além disso, o pos-teste de Fisher’s LSD revelou uma
reducdo do peso corporal do grupo RES-PRO, a partir do 19° dia (10* inje¢do de RES), quando
comparado ao grupo RES ("p = 0,006, 2*p = 0,02) e no 23° dia (12* injecdo de RES) o grupo
SALB apresentou maior peso corporal que o grupo CTR (¥p = 0,042)(Figura 115).
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Figura 15: Efeito da administracio de salbutamol (5 mg/kg) e propranolol (20 mg/kg) no peso corporal de
ratos submetidos ao modelo de parkinsonismo induzido por reserpina (0,1 mg/kg). Os grupos RES-SALB e
RES-PRO apresentaram reducgdo significativa do peso corporal a partir do 11° dia, enquanto o grupo RES
apresentou reducdo do peso corporal a partir do 15° dia, comparado aos grupos SALB, PRO e CTR,
respectivamente. O grupo RES-PRO apresentou menor peso corporal a partir do 19° dia comparado ao grupo RES.
Os valores foram expressos como média + E. P. M. *p < 0,05 quando comparado CTR x RES; #p < 0,05 quando
comparado SALB x RES-SALB; +p < 0,05 quando comparado PRO x RES-PRO; < 0,05 quando comparado
RES-PRO x RES. (ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida pelo p6s-teste de Fisher’s LSD). CTR =
controle; RES = reserpina; SALB = salbutamol; RES-SALB = reserpina-salbutamol; PRO = propranolol; RES-
PRO = reserpina-propranolol.
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5.2. Efeito da administracdo repetida de salbutamol e propranolol na imuno-

histoquimica para tirosina hidroxilase, dopamina f-hidroxilase e a-sinucleina

5.2.1. Imuno-histoquimica para tirosina hidroxilase (TH )

A ANOVA de uma via mostrou diferenca significativa para o numero de células TH*
na SNpc [F (5, 54) =3,73; p = 0,005)], VTA [F (5, 54) = 4,39; p = 0,002)], LC [F (5, 54) =
2,57; p=0,030)] e na drea NAS [F (5, 44) = 21,32; p < 0,001)] entre os grupos experimentais
entre os grupos experimentais. O pds-teste de Fisher’s LSD revelou uma redugao significativa
no nimero de células TH* na SNpc e VTA do grupo RES quando comparado aos grupos CTR
(p < 0,001), RES-SALB (p = 0,003 e p = 0,001) e RES-PRO (p = 0,02 e p <0,001),
respectivamente (Figura 16A e B). O poés-teste de Fisher’s LSD revelou uma reducio
significativa de células TH* no LC dos grupos RES (p = 0,07), SALB (p = 0,007) e PRO (p =
0,004) quando comparado ao grupo CRT (Figura 16C). Na darea NAS, o pds-teste de Fisher’s
LSD revelou um aumento de células TH* no grupo RES quando comparado aos grupos CTR
(p < 0,001) e RES-PRO (p < 0,001) e no grupo RES-SALB quando comparado aos grupos
SALB (p < 0,001) e RES-PRO (p < 0,001) (Figura 16D). Também foi observado que o grupo
SALB apresentou uma redugdo de células TH* quando comparado ao grupo CTR (p = 0,003)

respectivamente (Figura 16D)

A ANOVA de uma via ndo mostrou diferenca significativa para o nimero de células

TH* no BO [F (5,46) = 1, 40; p = 0,24)] (Figura 16E).
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Figura 16: Efeito da administracio de salbutamol (5 mg/kg) e propranolol (20 mg/kg) no nimero de células
TH" na substincia negra parte compacta (SNpc), area tegmental ventral (VTA), locus coeruleus (L.C), area
de células noradrenérgicas A5 (NA5) e bulbo olfatério (BO) de ratos submetidos ao modelo de
parkinsonismo induzido por reserpina (0,1 mg/kg). O grupo RES apresentou diminui¢ido no nimero de células
TH* na SNpc e VTA comparado aos grupos CTR, RES-SALB e RES-PRO (A e B). No LC foi observado uma
reducdo de células nos grupos RES, SALB e PRO comparado ao grupo CTR (C). Na drea NAS, o grupo RES e
RES-SALB apresentaram um aumento no numero de células comparados aos grupos CTR e SALB,
respectivamente. E no grupo RES-PRO apresentou menor nimero células comparado aos grupos RES e RES-
SALB (D). Ndo houve diferenca significativa no ntimero de células do BO entre os diferentes grupos (E). Os
valores foram expressos como média + E. P. M. *p < 0,05 quando comparado ao CTR; #p < 0,05 quando
comparado ao SALB; ep < 0,05 quando comparado ao RES; "p < 0,05 quando comparado ao RES-PRO. (ANOVA
de uma via seguida pelo pés-teste de Fisher’s LSD). CTR = controle; RES = reserpina; SALB = salbutamol; RES-
SALB = reserpina-salbutamol; PRO = propranolol; RES-PRO = reserpina-propranolol.

A ANOVA de uma via mostrou diferenca significativa na DOR para TH* no estriado
dorsal [F (5, 54) =2,53; p =0,039)] entre os grupos experimentais. O pos-teste de Fisher’s LSD
revelou uma redugdo significativa na DOR no estriado dorsal do grupo RES quando comparado

com os grupos CTR (p =0,039), RES-SALB (p = 0,001) e RES-PRO (p = 0,016) (Figura 17).
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Figura 17: Efeito da administraciao de salbutamol (5 mg/kg) e propranolol (20 mg/kg) na DOR para TH*
no estriado dorsal de ratos submetidos ao modelo de parkinsonismo induzido por reserpina (0,1 mg/kg). O
grupo RES apresentou uma reducio na DOR para TH* comparado ao grupo CTR, RES-SALB e RES-PRO. Os
valores foram expressos como média £ E. P. M. *p < 0,05 quando comparado ao CTR; ep < 0,05 quando
comparado ao RES. (ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Fisher’s LSD). CTR = controle; RES =
reserpina; SALB = salbutamol; RES-SALB = reserpina-salbutamol; PRO = propranolol; RES-PRO = reserpina-
propranolol.
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na substancia negra parte compacta (NSpc), drea tegmental ventral (VTA) e estriado dorsal de um modelo
experimental de parkinsonismo. CTR = controle; RES = reserpina; SALB = salbutamol; RES-SALB = reserpina-
salbutamol; PRO = propranolol; RES-PRO = reserpina-propranolol. Barra de escala: 200 um.
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Figura 19: Imuno-histoquimica para tirosina hidroxilase (TH). Imagem representativa da marcagdo para TH
no locus coeruleus (LC), células noradrenérgica AS (NAS) e bulbo olfatério (BO) de um modelo experimental de
parkinsonismo. CTR = controle; RES = reserpina; SALB = salbutamol; RES-SALB = reserpina-salbutamol; PRO
= propranolol; RES-PRO = reserpina-propranolol. Barra de escala: 200 um.
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5.2.2. Imuno-histoquimica para dopamina f-hidroxilase (DFH")

A ANOVA de uma via mostrou diferenga significativa para o nimero de células DH*
no LC [F (5, 22) = 3,66; p = 0,014)] entre os grupos experimentais entre 0S grupos
experimentais. O pés-teste de Fisher’s LSD revelou uma redugdo significativa no numero de
células DBH* no LC do grupo RES quando comparado aos grupos CTR (p < 0,02), RES-SALB
(p < 0,001) e RES-PRO (p = 0,02). O grupo RES-SALB apresentou um aumento de células
DBH™* na SNpc quando comparado ao grupo SALB (p = 0,011) (Figura 20).
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Figura 20: Efeito da administracio de salbutamol (5 mg/kg) e propranolol (20 mg/kg) no niimero de células
DBH* no locus coeruleus (L.C) de ratos submetidos ao modelo de parkinsonismo induzido por reserpina (0,1
mg/kg). O grupo RES apresentou uma redugéo de células DBH* no LC comparado aos grupos CTR, RES-SALB
e RES-PRO. RES-SALB apresentou um aumento de células DBH* comparado ao grupo SALB. Os valores foram
expressos como média + E. P. M. *p < 0,05 quando comparado ao CTR; ep < 0,05 quando comparado ao RES;
#p < 0,05 quando comparado ao SALB. (ANOVA de uma via seguida pelo p6s-teste de Fisher’s LSD). CTR =
controle; RES = reserpina; SALB = salbutamol; RES-SALB = reserpina-salbutamol; PRO = propranolol; RES-
PRO = reserpina-propranolol.
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Figura 21: Imuno-histoquimica para Dopamina p-Hidroxilase (DPH). Imagem representativa da marcagdo
para DBH no locus coeruleus (LC) de um modelo experimental de parkinsonismo. CTR = controle; RES =
reserpina; SALB = salbutamol; RES-SALB = reserpina-salbutamol; PRO = propranolol; RES-PRO = reserpina-
propranolol. Barra de escala: 200 pm.
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5.2.3. Imuno-histoquimica para a-sinucleina (a-syn*)

A ANOVA de uma via mostrou diferenca significativa na DOR para a-syn* na SNr [F
(5,24)=3,31; p=0,02)], estriado dorsal [F (5,24)=5,47; p=0,001)] e ASV [F (5, 24) = 3,96;
p = 0,009)] entre os grupos experimentais. O pds-teste de Fisher’s LSD revelou um aumento
significativo da DOR para a-syn* na SNr, estriado dorsal e ASV do grupo RES quando
comparado aos grupos CTR (p = 0,02; p =0,001 e p =0,003), RES-SALB (p =0,01; p = 0,002
ep=0,02)e RES-PRO (p =0,02; p < 0,001 e p=0,002), respectivamente (Figura 22A, B e
O).

A ANOVA de uma via nao mostrou diferenca significativa na DOR para a-syn* no

BO [F (5,46) = 1, 40; p = 0,24)] (Figura 22D).
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Figura 22: Efeito da administracao de salbutamol (5 mg/kg) e propranolol (20 mg/kg) na DOR para a-syn*
na substincia negra reticulada (SNr), estriado dorsal, area subventricular (ASV) e bulbo olfatério (BO) de
ratos submetidos ao modelo de parkinsonismo induzido por reserpina (0,1 mg/kg). O grupo RES apresentou
um aumento na DOR para a-syn* comparado ao grupo CTR, RES-SALB e RES-PRO na SNr (A), estriado (B) e
ASV (C). Nao houve diferenca significativa na DOR do BO entre os diferentes grupos (D). Os valores foram
expressos como média + E. P. M. *p < 0,05 quando comparado ao CTR; ep < 0,05 quando comparado ao RES.
(ANOVA de uma via seguida pelo pds-teste de Fisher’s LSD). CTR = controle; RES = reserpina; SALB =
salbutamol; RES-SALB = reserpina-salbutamol; PRO = propranolol; RES-PRO = reserpina-propranolol.
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Figura 23: Imuno-histoquimica para a-sinucleina (a-syn). Imagem representativa da marcac@o para o-syn na
substancia negra reticulada (SNr), estriado dorsal, drea subventricular ventral (ASV) e bulbo olfatério (BO) de um
modelo experimental de parkinsonismo. CTR = controle; RES = reserpina; SALB = salbutamol; RES-SALB =
reserpina-salbutamol; PRO = propranolol; RES-PRO = reserpina-propranolol. Barra de escala: 200 pm.
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ANOVA de uma via mostrou diferenca significativa na DOR para a-syn* em CAl [F
(5,24)=4,06;p=0,008)], CA3 [F (5,24)=3,31; p=0,020)], GD [F (5, 24) =4,56; p =0,004)],
CPFm [F (5, 24) = 4,22; p = 0,06)] e cortex entorrinal [F (5, 24) = 3,35; p = 0,019)] entre os
grupos experimentais. O pds-teste de Fisher’s LSD revelou um aumento significativo na DOR
para a-syn* na CA1l, CA3, GD e CPFm do grupo RES quando comparado aos grupos CTR (p
= 0,003; p =0,001; p < 0,001 e p =0,009), RES-SALB (p = 0,005; p=0,04; p=00lep=
0,02) e RES-PRO (p = 0,004; p =0,03; p=0,003 e p < 0,001), respectivamente (Figura 24A,
B, C e D). Também foi observado que o grupo SALB apresentou maior aumento da DOR para
a-syn* no CPFm quando comparado ao grupo CTR (p = 0,04) (Figura 24D). No cortex
entorrinal, o pds-teste de Fisher’s LSD revelou um aumento na DOR para a-syn* no grupo RES

quando comparado ao grupo CTR (p = 0,003) (Figura 24E).
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Figura 24: Efeito da administragﬁo de salbutamol (5 mg/kg) e propranolol (20 mg/kg) na DOR para a-syn*
nas areas hipocampais (CA1, CA3, GD), cortex pré-frontal medial (CPFm) e coértex entorrinal de ratos
submetidos ao modelo de parkinsonismo induzido por reserpina (0,1 mg/kg). O grupo RES apresentou um
aumento na DOR para a-syn* comparado ao grupo CTR, RES-SALB ¢ RES-PRO, em CA1 (A), CA3 (B), GD (C)
e CPFm, onde o grupo SALB também apresentou um aumento da DOR comparado ao grupo CTR (D). No cortex
entorrinal, o grupo RES apresentou um aumento na DOR comparado ao grupo CTR (E). Os valores foram
expressos como média + E. P. M. *p < 0,05 quando comparado ao CTR; ep < 0,05 quando comparado ao RES.
(ANOVA de uma via seguida pelo pds-teste de Fisher’s LSD). CTR = controle; RES = reserpina; SALB =
salbutamol; RES-SALB = reserpina-salbutamol; PRO = propranolol; RES-PRO = reserpina-propranolol.
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Figura 25: Imuno-histoquimica para a-sinucleina (a-syn). Imagem representativa da marcagéo para o-syn nas
dreas hipocampais: CA1l, CA3 e giro denteado (GD) de um modelo experimental de parkinsonismo. CTR =
controle; RES = reserpina; SALB = salbutamol; RES-SALB = reserpina-salbutamol; PRO = propranolol; RES-
PRO = reserpina-propranolol. Barra de escala: 200 um.
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Figura 26: Imuno-histoquimica para a-sinuncleina (a-syn). Imagem representativa da marcacéo para a-syn no
cortex pré-frontal medial (CPFm) e cértex entorrinal de um modelo experimental de parkinsonismo. CTR =
controle; RES = reserpina; SALB = salbutamol; RES-SALB = reserpina-salbutamol; PRO = propranolol; RES-
PRO = reserpina-propranolol. Barra de escala: 200 um.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, investigamos a participacdo dos RAP noradrenérgicos, através da
estimulagcdo (SALB 5 mg/kg) e bloqueio (PRO 20 mg/kg) farmacoldgico desses receptores, em
um modelo animal de parkinsonismo induzido por RES (0,1 mg/kg). Observamos que uma
unica injecdo de SALB provocou aumento do tempo de catalepsia, maior tempo de permanéncia
no centro do campo aberto, reducdo do nimero de mastigagdo no vacuo e protusdo de lingua,
enquanto o PRO reduziu a mastigacdo e a protusdo de lingua. Em contrapartida, o tratamento
repetido com SALB provocou uma reduc¢do no tempo de catalepsia e aumento da mastigacao
no vacuo, ao mesmo tempo que PRO reduziu a mastigacdo no vicuo e aumentou a perda de
peso corporal provocados pela RES. Além disso, observamos que a administragdo repetida do
agonista e antagonista dos RAP preveniu contra a redu¢do da marcagdo para TH na SNpc, VTA
e estriado dorsal, bem como a redu¢ao da marcacao para DBH no LC e o aumento da marcagao

para a-syn na SN, estriado dorsal, ASV, CA1l, CA3, GD e CPFm, induzida por RES.

A administracdo de NA ou a estimulacdo dos RAB2 atenua a neurodegeneracio
dopaminérgica, a expressao de a-syn e a liberacdo de fatores pré-inflamatérios envolvidos na
DP (AONO et al., 2013; HENRICH et al., 2018; JIANG et al., 2015; MITTAL et al., 2017;
O’NEILL et al., 2019; O’NEILL; HARKIN, 2018; RYAN et al., 2013; YSSEL et al., 2018).
Além disso, estudos epidemioldgicos mostram que o uso prolongado de SALB e outros
agonistas RAB2, mas ndo PRO um antagonista ndo seletivo para os RAP, estd associado a um
menor risco para desenvolver a DP (GRONICH et al., 2018; HOPFNER et al.,2019; SEARLES
NIELSEN et al., 2018). No entanto, ainda ndo se sabe como esses farmacos podem agir diante
de um quadro patolégico com alteragdes motoras e neuroquimicas como observado em modelos

animais progressivos da DP.

As alteragdes motoras provocadas pela morte progressiva dos neurdnios
dopaminérgicos junto a redu¢@o de DA estriatal sd3o os principais responsaveis pelo surgimento
dos déficits motores que impossibilitam o desempenho de atividades cotidianas pelos pacientes
da DP (CAMINITI et al.,2017; GREFFARD et al., 2006). Para amenizar esses déficits motores,
os pacientes sdo tratados com levodopa, atualmente o mais eficaz entre as substancias
disponiveis para o tratamento da doenca. No entanto, o tratamento prolongado com levodopa
tem provocado um quadro de discinesia tardia nos pacientes € em modelos animais
(BRODSKY; PARK; NUTT, 2010; RYAN; BAIRES-MARSHALL; NELSON, 2018). Isso
mostra a necessidade do desenvolvimento de novos medicamentos que combatam os sintomas

motores da DP sem provocar efeitos adversos a longo prazo. Com base nessa perspectiva,
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avaliamos o efeito da administracao repetida de SALB e PRO sobre o comportamento motor

de ratos induzidos ao parkinsonismo.

No presente estudo, avaliamos o comportamento motor dos animais através do teste
de catalepsia, que mede a laténcia para o animal realizar o movimento completo, levando em
consideracdo a retirada das patas anteriores da sua posi¢cdo inicial. Esse teste é amplamente
utilizado para avaliar o déficit motor progressivo em modelos animais da DP (BESERRA-
FILHO et al., 2019; LEAL et al., 2019a; LI et al., 2018; NISWENDER et al., 2008; SANTOS
etal., 2013; VALDMAN et al., 2017). No presente estudo, observamos que o SALB aumentou
significativamente o tempo de catalepsia induzido por RES, 1 hora apds a primeira injecao
(Figura 10B). No entanto, a administracdo repetida de SALB provocou uma reducgdo
progressiva no tempo de catalepsia dos animais tratados com RES-SALB ao longo do
experimento (Figura 10A). Por outro lado, o tratamento com PRO provocou redu¢io no tempo
de catalepsia dos animais tratados com RES-PRO na fase aguda, 18° dia, mas na fase de

administracao repetida do formaco nao foi diferente do grupo RES. (Figura 10A e B).

Outro teste realizado para avaliar os déficits motores dos animais foi o teste de campo
aberto que permite avaliar a atividade exploratdria e locomotoras através da distancia total
percorrida e a velocidade média. Estudos anteriores mostraram que as alteracdes na atividade
locomotora de animais que recebem RES pode surgir a partir da 4* injecdo de RES e aumentar
progressivamente com administracdo prolongada dessa droga (BISPO et al., 2019; DE
FREITAS et al., 2016; PERES et al., 2016; SANTOS et al., 2013). Neste trabalho, os animais
foram submetidos ao campo aberto 1 hora apds a primeira inje¢cdo de SALB e PRO, no 16° dia
(apods a 8" inje¢do de RES), e observamos que nenhum dos farmacos RA utilizados alterou a
condi¢do motora induzida por RES (Figura 11A e B). Entretanto, uma unica inje¢cdo de SALB
provocou um aumento significativo no tempo de permanéncia do centro do campo aberto nos
animais tratados com RES-SALB (Figura 11C). O estudo realizado por Cowen et al. (1982)
mostra que a atividade motora ndo foi estimulada pela administragdo de agonistas RAB2 em
ratos (COWEN et al., 1982). Por outro lado, Goldschmidt et al. (1984) e Dziedzicka-
wasylewska et al. (2001) mostraram uma reducao significativa na atividade motora espontanea,
30 minutos e 2 horas, respectivamente, apds a administracao de agonistas RAB2, reducgao a qual
ndo foi observada quando antagonistas RAP sdo administrados previamente (DZIEDZICKA-
WASYLEWSKA et al., 2001; GOLDSCHMIDT; FRANCES; SIMON, 1984). Com base
nesses estudos e em nossos resultados, acreditamos que o SALB contribuiu para a reducao da

atividade locomotora dos animais, uma vez que o grupo RES-SALB aumentou o tempo de
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permanéncia no centro (Figura 11C) e o grupo SALB apresentou uma redugio na atividade
motora geral (Figura 11A e B). J4 o PRO ndo alterou a condi¢gdo motora induzida por RES.
Talvez essa reducdo da atividade locomotora e 0 aumento no tempo de catalepsia dos animais
tratados com SALB foi provocada por uma diminui¢ao na densidade e sensibilidade dos RAB2
(BUTLER et al., 1983; MOCHIZUKI et al., 2012; O’'DONNELL, 1993), uma vez que o pico
plasmético dessa substancia ocorre 2 horas apés a administracio em humanos, apresentando
uma meia-vida entre 4 a 6 hora (MAKHLOUF; WEINER; KHOURY, 2002) e, possivelmente,
8 injecdes com baixas doses de RES ndo tenham sido suficiente para depletar toda NA. No
entanto, acreditamos que seja preciso um tratamento mais prologado para haver alteracdo na
densidade e sensibilidade dos receptores. Dessa forma, outra alternativa que tenha contribuido
para a reducdo na atividade motora dos animais, na catalepsia e campo aberto, apés a 1* injecao
de SALB, seja a estimulacdo de projecdes de grupos de células noradrenérgicas pontinas para
a medula espinal que pode alterar a atividade motora dos animais (BAJIC; PROUDFIT, 2013;
BRUINSTROOP et al., 2012). Por outro lado, em um tratamento mais prolongado, a
estimulacdo dos RAB2 nos grupos de células noradrenérgicas que enviam suas projecdes para

todo encéfalo atenua o déficit motor induzido pela RES no teste de catalepsia (Figura 10A).

Uma caracteristica do modelo animal induzido pela administra¢do cronica de RES é o
desenvolvimento de MOFS, como a mastigacdo no vacuo, protusdo de lingua e temor oral
(ABfLIO etal., 2004; FERNANDES et al., 2012; LEAO et al., 2017; LINS et al., 2018; PERES
et al.,, 2016; SANTOS et al., 2013). Em conjunto, os MOFS podem ser associados aos
movimentos involuntdrios observados em pacientes da DP, os quais usualmente sdo
relacionados ao tremor em repouso, normalmente nas maos, mas também podem estar presente
no queixo, ldbios e lingua (FABBRI et al., 2016; KUMAR; BOHRA; AGARWAL, 2018;
NUMAO et al., 2017). No presente trabalho, observamos que uma dnica injecdo de SALB ou
PRO reduziu significativamente o nimero de mastigagdo no vicuo e protusido de lingua nos
animais tratados com RES-SALB e RES-PRO, respectivamente, 2 horas apds a injecao (Figuras
12A e 13A). No entanto, a administra¢ao repetida de SALB nao impediu o efeito da RES para
esses parametros, incluindo tremor oral (Figuras 12C, 13C.e 14C), enquanto o PRO reduziu a
mastigacdo no vacuo e atenuou o tremor oral induzido pela administragdo repetida de RES
(Figuras 12C e 14C). Um estudo que avaliou o aumento de protusdo de lingua induzido por
apomorfina, um agonista dopaminérgigo, revelou que PRO, mas nio SALB, reduz o nimero
de protusdo de lingua em ratos (ZARRINDAST et al., 2000), sugerindo que esse mecanismo

pode ndo estar envolvido com RAP2, uma vez que PRO é um antagonista nao seletivo de RAP.
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No entanto, em nossos estudo a administragdo repetida de PRO nao impediu o aumento de

protusdo de lingua induzido por RES (Figura 13C).

Em relagdo a mastigacdo no véacuo e tremor oral, um estudo conduzido em humanos
revelou que PRO, reduz o temor em pacientes que fazem uso do farmaco regulamente ou de
maneira esporddica (BAKER; BAKER, 2012), da mesma forma que tem apresentado grande
eficdcia para o tratamento do tremor essencial (FERREIRA et al., 2019), enquanto SALB
aumenta significativamente a gravidade do tremor (NIZET; BROEDERS; FOLGERING,
2004). Tomado em conjunto, observa-se que a acdo desses farmacos nesses parametros
comportamentais nfo estd bem clara, uma vez que apresentam efeitos distintos ao longo do
tratamento. No entanto, o PRO parece ser mais efetivo impedindo alteracdes no comportamento
de mastigacdo no vécuo e tremor oral, enquanto o SALB parece ser eficiente apenas com o
tratamento agudo. A dificil compreensdo desses resultados pode estar relacionada ao baixo
nimero de estudos sobre esses pardmetros, a variabilidade de modelos utilizados e ao fato de,
em humanos, as origens desses tremores estarem associados a outros mecanismos que hao

apenas a DP, o que impede uma melhor acuricia dos efeitos do PRO e SALB.

Alguns estudos tem mostrado que SALB e outros agonistas noradrenérgicos provocam
uma reducdo significativa de potdssio no plasma de pacientes asmdticos e que essa reducao
apresenta uma correlacdo positiva com o tremor provocado pelo SALB (CLAUSEN, 1983;
FOWLER; LIPWORTH, 2001; SCHEININ et al., 1987). Além disso, estudos mostram que
PRO ¢ capaz de reduzir a discinesia induzida por levodopa sem prejudicar a performance
motora (BARNUM et al., 2012; LINDENBACH et al., 2011), através da modulagdo pré-
sindptica do efluxo de DA induzido por levodopa (BHIDE et al., 2015).

A perda de peso corporal progressiva € uma caracteristica comum a muitos pacientes
da DP (CERSOSIMO et al., 2018; CHEN et al., 2003; LOREFALT; TOSS; GRANERUS,
2009) e do modelo animal induzido por RES (FAVERO et al., 2017; FIBIGER; TRIMBACH;
CAMPBELL, 1972; HALARIS; FREEDMAN, 1975; WELLS et al., 2017). Aqui nés
observamos que o PRO, mas ndo SALB, acentuou a perda de peso induzida por RES (Figura
15). Na literatura esta bem estabelecido que os agonistas dos RAB2, como SALB e clenbuterol,
provocam um aumento da massa corporal (BLUMENTHAL et al., 2014; CARTER; LYNCH,
1994; LIU et al., 2015), estudos que corroboram nossos achados, quando observamos que os
animais do grupo SALB (Figura 15) apresentaram ganho de peso quando comparado aos
demais grupos. No entanto, um estudo em suinos tratados com doses crescentes de SALB

mostrou que o aumento do peso corporal ndo € dose dependente (MARCHANT-FORDE et al.,
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2012). Além disso, apesar do SALB ndo ter provocado uma reducdo na perda de peso dos
animais tratados com RES-SALB, um estudo realizado com pacientes da DP mostrou que o
tratamento com essa substancia melhora a resposta ao levodopa e aumenta a massa muscular
esquelética dos pacientes (UC et al., 2003). Por outro lado, estudos mostram que -
bloqueadores podem contribuir para perda de peso, uma vez que a administragdo repetida de
PRO provocou um aumento da perda de peso em animais com dieta rica em gordura, mas nio
em animais obesos (BAEK et al., 2018), bem como, em animais com inflamagdo sist€émica
(SCHMITZ et al., 2007). Para explicar os achados, os autores demonstraram que a ativagao
microglial em cérebro de camundongos, induzida por estresse, foi impedida por PRO
(SUGAMA et al., 2019), sugerindo que o bloqueio dos RAPB pode impedir a ativagdo de fatores
anti-inflamatdrios periférica e centralmente contribuindo para a complicacdo da condigdo

patoldgica e assim da perda de peso corporal.

A DP € caracterizada fisiopatologicamente pela morte progressiva dos neurdnios
dopaminérgicos em nucleos envolvidos no controle do movimento (ANDICA et al., 2018;
BRAAK et al., 2003; CAMINITI et al., 2017; FEARNLEY JM; LEES AJ, 1991; GREFFARD
et al., 2006). No entanto, vdrios indicios apontam para o envolvimento de outras vias, como a
noradrenérgica, no surgimento de sintomas nao motores em estdgios iniciais € na progressao
dos sintomas motores da doenca (BUCHMAN et al., 2012; LI et al., 2018; LUO et al., 2017,
TONG; HORNYKIEWICZ; KISH, 2006; WANG et al., 2009; WILSON et al.,2013; ZAROW
et al., 2003). Com base nesses indicios, avaliamos o efeito do SALB e PRO na
imunorreatividade para TH, DBH e a-syn em diferentes areas do cérebro de ratos induzidos ao

parkinsonismo.

Uma das caracteristicas do modelo animal induzido por baixas doses de RES € a
reducdo da imunurreatividade para TH nos nicleos dopaminérgicos (BISPO et al., 2019; DE
FREITAS etal.,2016; LEAL etal.,2019a; LINS et al.,2018; SANTOS etal., 2013) e de células
noradrenérgicas no LC (SANTOS et al., 2013). No presente trabalho, o tratamento com SALB
e PRO preveniu a redu¢do da imunoreatividade para TH na SNpc, VTA (Figuras 16A e B) e
estriado (Figura 17), bem como uma reducdo de TH e DBH no LC (Figura 16C e 20,
respectivamente). E bem conhecido que a RES provoca deplecdo de DA por impedir o seu
transporte através do VMAT-2 para dentro das vesiculas, provocando um aumento na
concentragdo de DA no terminal axonal aumentando assim o metabolismo da DA gerando
estresse oxidativo, quinonas reativa e peroxidacao lipidica, além de reduzir os niveis de agentes

antioxidantes, que podem levar a danos celulares e a ativacdo de fatores pro-inflamatdrios
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prejudicando ainda mais a condi¢do celular (FERNANDES et al., 2012; LEAO et al., 2015,
2017; NADE et al., 2013; PATIL; KASTURE, 2011). Acreditamos que o efeito preventivo
proporcionado pelo SALB esteja associado a uma redug@o na peroxidacao lipidica e aumento
da atividade de agentes antioxidante, como a catalase, superéxido dismutase e glutationas
(UZKESER et al., 2012; ZHANG et al., 2015), bem como pela reducdo da microglise reativa,
fatores pro-inflamatérios (O’NEILL; HARKIN, 2018; RYAN et al., 2013; YSSEL et al., 2018)
e juntos apresentam fendtipo anti-inflamatério que protegem contra os dando causado pela

RES, o que pode justificar a melhora no tempo de catalepsia (Figura 10A).

O aumento de TH e DBH no LC suporta a ideia do efeito neuroprotetor da NA na
progressao da DP, uma vez que muitos estudos mostram que a NA reduz a ativacdo microglial
e a produc¢do de mediadores pré-inflamatorios, aboli a neurodegeneracdo dopaminérgica e
atenua a disfuncdo motora (JIANG et al., 2015; KREINER et al., 2019; YSSEL et al., 2018).
Por outro lado, o tratamento de neur6nios e glia in vitro com agonista RAB2 induz a
neurotoxidade dopaminérgica através da ativagao microglial por uma via dependente de ERK
(quinases regulas por sinais extracelulares) e producdo de espécies reativas de oxigénio (QIAN
et al., 2009), no entanto, a ativagdo microglial pode ser inibida pela acdo de B-bloqueadores
(SUGAMA et al., 2019), sugerindo que a reducdo da imurreatividade para TH provocada por
PRO pode estar associada a essa inibicdo microglial. Em contra partida, também foi demostrado
que o PRO aumenta a apoptose de células do sistema imune e a modulagdo da liberagdo
citocinas IL-6 e INF-y em um modelo animal de sepse (SCHMITZ et al., 2007). Acreditamos
que vérios fatores possam influenciar na modulagao dos RAP, como tipo de célula, modelo
animal e tempo de tratamento. Além disso, ressaltamos que PRO é um B-bloqueador nao
seletivo e dependendo da expressao desses receptores a acdo desempenhada na célula pode ser

diferente (LIU et al., 2019a; OSHIMA et al., 2014).

N

Um dos mecanismos fisiopatoldgicos associados a morte dos neurdnios
dopaminérgicos na DP é a formacgdo de corpos de Lewy provocados pela agregacdo proteica,
principalmente de a-syn (KLOS et al., 2005), os quais sdo observados incialmente em regides
mais periféricas e depois ascendem para varias regides cerebrais como explicado pela hip6tese
do estadiamento de Braak (BRAAK et al., 2003). Um estudo recente mostrou que a RES
provoca um aumento dos niveis de a-syn solivel na SNr e estriado de ratos (LEAO et al., 2017).
Além disso, altos niveis de a-syn solivel, e ndo agregada, em dreas dopaminérgicas,
hipocampais e corticais tém sido associados a algumas caracteristicas fisiopatologicas da

doenca em modelos animais (JANEZIC et al., 2013; VORONKOV et al., 2017).
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Adicionalmente, o aumento de DA citoplasmdtica, aumenta a interagdo entre a-syn e MAO-B,
amentando assim a produ¢do de metabdlitos e estresse oxidativo, os quais provocam danos
celulares (KANG et al., 2018). Neste trabalho observamos que a administracdo de RES
aumentou nos niveis de a-syn em vdrias dreas do cérebro de ratos, e o tratamento com SALB e
PRO reduziu significativamente a imunorreatividade para a-syn na SNr, estriado (Figura 22A
e B), hipocampo (CA1, CA3 e CG) e CPFm (24A-D). Estudos mostram que a alta expressao
de a-syn provoca uma desregulagdo na sintese de TH e DBH interferindo na sintese de DA e

NA (HENRICH et al., 2018; KIM et al., 2014; KIM; MOON; CHOI, 2011).

Os RAPB2 sdao amplamente expressos em células gliais e menos abundantes nos
neurdnios, no entanto estdo presentes em varias regides do cérebro assim como a expressdo de
a-syn (GAO et al., 2016; HANSEN; MANAHAN-VAUGHAN, 2015; HERTZ et al., 2010;
LIU et al., 2019b; MILNER; SHAH; PIERCE, 2000; RYAN et al., 2013; STOWELL et al.,
2019). Recentemente, foi relatado que a modulacdo por meio de agonistas, mas ndo de um
antagonista nao seletivo, dos RAB2 estd associada a regulacdo do gene da a-syn (SNCA) através
da reducgdo da acetilacdo da histona 3 lisina 27, in vitro, e que a administracdo aguda desses
agonistas RAB2 protegeu contra a morte de neurdnios dopaminérgicos na SNpc, in vivo
(MITTAL et al., 2017). Esse estudo suporta a ideia que o uso de fairmacos agonistas RAB2,
utilizados para tratamento de asma, estao associados a um menor risco de desenvolver a doenga
(GRONICH et al., 2018; HOPFNER et al., 2019; MITTAL et al., 2017; SEARLES NIELSEN
etal., 2018). Por outro lado, um estudo epidemioldgico realizado com pacientes asmdticos em
Taiwan, tratados com véarios agonistas RAB2, mostrou uma relagc@o positiva entre a gravidade
da asma e o risco para desenvolver DP (CHENG et al., 2015). Os resultados controversos entre
esses estudos podem estar associados ao fato de que esses agonistas sdo prescritos para o
tratamento de doencas pulmonares, muitas delas causadas pela exposi¢do prolongada ao tabaco,
onde a exposi¢do a nicotina, per si, € considerado um fator neuroprotetor e estd associada a um
menor risco de DP (AASETH; DUSEK; ROOS, 2018; ASCHERIO; SCHWARZSCHILD,
2016). Além disso, tem sido sugerido que a ac@o dos agonistas RAPB2 pode ser mediada pela
exposi¢do a nicotina, uma vez que outros medicamentos, como corticosteroides e
anticolinérgicos inalatdrios, utilizados no tratamento de doengas pulmonares nio apresentaram
relacdo positiva com o risco para DP (HOPFNER et al., 2019; SEARLES NIELSEN et al.,
2018).

Em nosso estudo, observamos que PRO também foi capaz de reduzir a

imunorreatividade para a-syn em ratos que receberam RES-PRO, no entanto, Mittal et al.
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(2017) ndo relataram o efeito do PRO in vivo (MITTAL et al., 2017). Estudos epidemiolégicos
mostram que o uso de PRO, mas ndo outros -bloqueadores, apresentam uma relagio positiva
com o risco para a DP (GRONICH et al., 2018; HOPFNER et al., 2019; SEARLES NIELSEN
et al., 2018). Mais estudos, epidemioldgicos e experimentais, sdo necessdrios para entender a

relacdo entre os RAB e a DP.

Na DP, um dos sinais pré-motores que marcam o inicio da doenca é a hiposmia
provocada pela reducdo de neurdnios dopaminérgicos no BO (UBEDA-BANON et al., 2014).
Por outro lado, um estudo sugere que a hiposmia em pacientes da DP estd associado a um
aumento significativo de neur6nios dopaminérgicos e da liberacio de DA no BO desses
pacientes (HUISMAN; UYLINGS; HOOGLAND, 2004). Apesar de alguns estudos mostrarem
uma redugdo de células TH* e um aumento da expressao de a-syn no BO (BRAAK et al., 2003;
HOGLINGER et al., 2015; UBEDA-BANON et al., 2014; VORONKOV et al., 2017), no
presente trabalho, a RES ndo provocou alteracdo na imunorreatividade para TH e a-syn do BO
(Figura 16E e 22D), mas aumentou os niveis de a-syn na ASV (Figura 22C), regiao com células-
tronco que ddo origem aos neurdnios do BO (ALVAREZ-BUYLLA; GARCIA-VERDUGO,
2002; CURTIS et al., 2007) area afetadana DP (BRANDT et al., 2017; LAZARINI et al., 2014;
NAPOLI, 2017). Esse aumento de a-syn na ASV dos animais que receberam RES foi inibido
por ambos os farmacos, SALB e PRO. Recentemente, foi relatado que a redugdo da expressao
de VMAT-2 em camundongos submetidos a MPTP provocou déficit olfatério e reducdo da
neurogénese no BO (MA et al, 2019). Como a RES é um bloqueador do VMAT-2,
possivelmente o tempo de administragdo ndo tenha sido suficiente para provocar alteracdes na
marcagao para TH e a-syn no BO. Uma outra hipétese que ndo pode ser descartada é que o
modelo experimental de parkinsonismo induzido pela administrag¢do repetida de baixa dose de
RES (0,1mg/kg) pode estar associado as lesdes iniciais, que envolve desenervagdo retrégrada
monoaminérgica (LEAL et al., 2019a), mas ndo na efetiva morte dessas células. Essa
caracteristica, do modelo em questdo, fortalece a necessidade de estudos com o modelo da RES,
uma vez que esse modelo possibilita, principalmente as alteracdes fisiopatologicas e

comportamentais iniciais da DP.

Neste trabalho observamos que o uma tnica injecdo de SALB e PRO atenuou alguns
pardmetros motores, como a redu¢do de MOFS, mastigacdo no vacuo e protusdo de lingua.
Enquanto a administracio repetida de SALB reduziu progressivamente o tempo de catalepsia e
PRO atenuou o aumento de MOFS (mastigacdo no vacuo e tremor oral), induzidos por RES.

Em relagdo aos aspectos neuroquimicos, observamos que tanto SALB quanto PRO protegeu
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contra a deplecdo de TH e DBH e o aumento de a-syn provocado por RES. Acreditamos que
para entender melhor a participagdo desses farmacos no comportamento motor do modelo
experimental de parkinsonismo induzido por RES € preciso avaliar o desempenho motor desses
animais em outros testes comportamentais durante um maior periodo de tratamento. Além
disso, o efeito neuroprotetor provocado pela modulagdo dos RAP, nos pardmetros
neuroquimicos observados em ratos tratados com RES-SALB e RES-PRO, parece envolver
mecanismos que modulam a liberacdo de fatores prd e anti-inflamatdrios e a ativagdo
microglial. No entanto, sdo necessdrios outros estudos que possam esclarecer esses

mecanismos.
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7. CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que a modulacio dos RAP promoveu um efeito
neuroprotetor sobre as alteracdes motoras e neuroquimicas do modelo experimental de
parkinsonismo induzido por RES. Dessa forma, assim como a noradrenalina, os agentes
farmacolégicos que modulam os RAPB (SALB e PRO) parecem ser potenciais terapéuticos para
impedir a progressdo da DP. No entanto, novos estudos sdo necessdrios para entender os

mecanismos desempenhados por esses receptores para promover um efeito neuroprotetor.



85

8. PERSPECTIVAS

No presente trabalho observamos que tanto o agonista RAB2 quanto o antagonista ndo
seletivo dos RAP promovem neuroprotecdo contra os déficits motores e principalmente
neuroquimicos no modelo de parkinsonismo induzido por baixas doses de RES. Esses
resultados abrem novas lacunas sobre o envolvimento desses receptores € da noradrenalina na
modulagdo de mecanismos fisiopatoldgicos associados a progressdo da DP. Dessa forma,
estudos futuros sdo necessarios para avaliar se a exposi¢cdo prévia a esses farmacos € capaz de
impedir os danos ndo motores, motores, neuroquimicos € aumentar os niveis de monoaminas
na via nigroestriatal desse modelo animal. Investigar os mecanismos envolvidos na ativagdo
microglial, modulacio de fatores anti-inflamatdrios e antioxidantes. E estudar, isoladamente, a
participacdo dos RAP1 e RAP2 em mecanismos envolvidos na disfuncdo motora e
neuroquimica no modelo experimental de parkinsonismo induzido por RES. Dessa forma,
poderemos esclarecer o efeito neuroprotetor o envolvimento dos RAP nos mecanismos

fisiopatoldgicos associados a DP.
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