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RESUMO

EFEITO DA ADMINISTRACAO CRONICA DO SALBUTAMOL SOBRE
ALTERACOES COMPORTAMENTAIS E NEUROQUIMICAS DE UM MODELO
EXPERIMENTAL DE PARKINSONISMO, Milena Caroline Nunes Monteiro de
Carvalho, Séo Cristovao, 2023.

A doenca de Parkinson (DP), é caracterizada pela morte de neurdnios dopaminérgicos na via
nigroestriatal, no entanto, a disfuncdo de outras vias neuronais também é associada & sua
progressao. Nesse sentido, estudos tém suportado a ideia de que o uso de farmacos agonistas
adrenérgicos-B2 pode diminuir o risco para desenvolver a doenga. O presente estudo avaliou o
efeito da administracdo cronica do salbutamol (agonista adrenérgicos-B2) sobre alteragdes
motoras e comportamentais em um modelo experimental de parkinsonismo induzido por
reserpina. Foram utilizados 45 ratos Wistar, de 4 a 6 meses de idade, divididos em 4 grupos:
controle (n=9), salbutamol (n=10), reserpina (n=12) e reserpina-salbutamol (n=14), tratados
com salbutamol 5 mg/kg ou veiculo, s.c., diariamente por 75 dias. Ap06s 45 dias de tratamento
com salbutamol, os animais foram induzidos ao parkinsonismo por 15 inje¢des de reserpina 0,1
mg/Kkg, s.c, uma a cada 48h, até o dia 75 e submetidos aos testes comportamentais de catalepsia,
movimentos orais (MO), campo aberto (CA) e alternacdo espontanea (AE), e 48 horas apés a
ultima injecdo de reserpina os animais foram anestesiados e perfundidos para coleta dos
encéfalos, os quais foram posteriormente processados e submetidos a imuno-histoquimica para
tirosina hidroxilase (TH) e a-sinucleina (a-sin). CEPA, n°® 4200070621. Apds a analise dos
dados comportamentais, observou-se que no teste de catalepsia, o grupo RES apresentou maior
laténcia comparado ao CTR, do dia 12 ao 30 (p<0,05); j& 0 grupo RES-SALB apresentou menor
laténcia comparado ao grupo RES, do dia 16 ao 30 (p<0,05) e maior laténcia comparado ao
grupo SALB, do dia 14 ao 30 (p<0,05). No teste de MO, os grupos RES e RES-SALB
apresentaram maior numero de mastigacdo no vécuo, protrusdo de lingua e maior tempo de
tremor oral, nos dias 18 e 30, comparados ao CTR e SALB, respectivamente, (p<0,05). No teste
de CA, o grupo RES-SALB apresentou maior tempo de permanéncia no centro do aparato,
comparado aos demais grupos CTR, SALB e RES (p<0,05). No teste de AE, os grupos RES e
RES-SALB apresentam menor numero de alternacfes corretas, comparados ao grupo CTR
(p<0,05). O grupo SALB teve um aumento significativo de massa comparado ao grupo CTR,
enquanto os grupos RES e RES-SALB tiveram uma redugéo significativa de massa comparado
ao CTR e SALB (p<0,05), respectivamente. Além disso, o0 grupo RES-SALB apresentou maior
perda de massa comparado ao grupo RES (p<0,05). Em relagdo a imunorreatividade, observou-
se que o salbutamol preveniu contra a reducéo de células imunorreativas para TH, na substancia
negra parte compacta (SNpc), estriado dorsal e na area tegumentar ventral (VTA), comparando
0 grupo RES ao grupo RES-SALB (p<0,05). No entanto, para o0 acimulo de a-sin, o salbutamol
ndo foi preventivo, os grupos RES e RES-SALB apresentaram uma maior densidade, na
substancia negra reticular (SNr), estriado e cortex pré-frontal medial (CPFm), comparados ao
grupo CTR (p<0,05). Nossos resultados sugerem que o tratamento crdénico com salbutamol
pode atenuar o déficit motor na catalepsia e prevenir a deplecdo de TH, mas ndo contra o
aumento de a-sin, induzida por reserpina. No entanto, sdo necessarios mais estudos para
esclarecer a relagdo entre o efeito atenuante do tratamento cronico com salbutamol e os danos
motor e neuroquimicos associados ao modelo progressivo de parkinsonismo induzido por
reserpina.

Palavras-chave: Doenga de Parkinson, noradrenalina, salbutamol, receptores [32
noradrenérgicos.



ABSTRACT

EFFECT OF THE CHRONIC ADMINISTRATION OF SALBUTAMOL ON
BEHAVIORAL AND NEUROCHEMICAL ALTERATIONS IN AN EXPERIMENTAL
MODEL OF PARKINSONISM, Milena Caroline Nunes Monteiro de Carvalho, S&o
Cristovéo, 2022.

Parkinson's disease (PD) is characterized by the death of dopaminergic neurons in the
nigrostriatal pathway, however, dysfunction of other neuronal pathways is also associated with
its progression. In this regard, studies have supported the idea that the use of adrenergic-f32
agonist drugs may decrease the risk for developing the disease. The present study evaluated the
effect of chronic administration of salbutamol (an adrenergic-p2 agonist) on motor and
behavioral changes in an experimental model of reserpine-induced parkinsonism. We used 45
Wistar rats, aged 4 to 6 months, divided into 4 groups: control (n=9), salbutamol (n=10),
reserpine (n=12) and reserpine-salbutamol (n=14), treated with salbutamol 5 mg/kg or vehicle,
s.c., daily for 75 days. After 45 days of salbutamol treatment, the animals were induced to
parkinsonism by 15 injections of reserpine 0.1 mg/kg, s. c, one every 48h, until day 75 and
subjected to the behavioral tests of catalepsy, oral movements (MO), open field (AC) and
spontaneous alternation (AE), and 48 hours after the last reserpine injection the animals were
anesthetized and perfused for collection of the encephalons, which were subsequently processed
and subjected to immunohistochemistry for tyrosine hydroxylase (TH) and a-synuclein (a-Sin).
CEPA, no. 4200070621. After the analysis of behavioral data, it was observed that in the
catalepsy test, the RES group showed higher latency compared to the CTR, from day 12 to 30
(p<0.05); on the other hand, the RES-SALB group showed lower latency compared to the RES
group, from day 16 to 30 (p<0.05) and higher latency compared to the SALB group, from day
14 to 30 (p<0.05). In the MO test, the RES and RES-SALB groups had higher vacuum chewing,
tongue protrusion, and longer oral tremor time on days 18 and 30 compared to the CTR and
SALB, respectively, (p<0.05). In the AC test, the RES-SALB group had longer dwell time in
the center of the apparatus compared to the other groups CTR, SALB and RES (p<0.05). In the
AE test, the RES and RES-SALB groups had fewer correct alternations compared to the CTR
group (p<0.05). The SALB group had a significant increase in mass compared to the CTR
group, while the RES and RES-SALB groups had a significant decrease in mass compared to
CTR and SALB (p<0.05), respectively. In addition, the RES-SALB group showed greater mass
loss compared to the RES group (p<0.05). Regarding immunoreactivity, it was observed that
salbutamol prevented against the reduction of cells immunoreactive for TH, in the substantia
nigra part compacta (SNpc), dorsal striatum and ventral teqgumentary area (VTA), comparing
the RES group to the RES-SALB group (p<0.05). However, for a-sin accumulation, salbutamol
was not preventive, the RES and RES-SALB groups showed a higher density, in the reticular
substantia nigra (SNr), striatum and medial prefrontal cortex (CPFm), compared to the CTR
group (p<0.05). Our results suggest that chronic salbutamol treatment can attenuate motor
deficit in catalepsy and prevent TH depletion, but not against reserpine-induced increase in a-
sin. However, further studies are needed to clarify the relationship between the attenuating
effect of chronic salbutamol treatment and the motor and neurochemical damage associated
with the progressive reserpine-induced parkinsonism model.

Keywords: Parkinson's disease, noradrenaline, salbutamol, 2 noradrenergic receptors.



RESUMO PARA A SOCIEDADE

Muitas pessoas fazem tratamento crbnico para doencas respiratorias, como asma, com
medicamentos como o salbutamol, que estimulam um receptor celular chamado [32
noradrenérgico, ele tem esse nome porque pode ser ativado pela noradrenalina, molécula que
atua em diversas sinalizacOes. Esse receptor esta presente nas células do pulmao, mas também
nas células do cérebro e do sistema imunoldgico. O tratamento com esse medicamento foi
relacionado a uma diminuigdo no risco de desenvolver a doenca de Parkinson, mas ainda nédo
se sabe ao certo como esse farmaco pode atuar de forma preventiva para a doenca. Entdo é
importante continuar estudando a relacdo desse tratamento com a doenca. Nesse estudo, nés
tratamos os animais com salbutamol, por 75 dias, para oferecer um tratamento crénico, como
acontece com a populacdo. Apos 45 dias 0s animais passaram a receber também a reserpina,
medicamento que utilizamos para induzir o parkinsonismo, para poder avaliar se realmente o
tratamento com salbutamol oferece alguma melhora na doenca. Fizemos testes
comportamentais nos animais para verificar os sintomas motores, como a lentiddo em comecar
0 movimento, o tremor de repouso e 0s movimentos involuntarios no rosto, que sao sintomas
motores tipicos da doenca de Parkinson. Também avaliamos se houve uma piora na memdria
dos animais e no comportamento tipo ansioso, que séo sintomas ndo motores da doenca. Vimos
que o tratamento com salbutamol ajudou a diminuir a lentiddo nos movimentos, ajudou a
diminuir o comportamento tipo ansioso, mas ndo conseguiu reduzir o tremor nem melhorar a
memoria dos animais. Outra caracteristica da doenca ¢ a perda de peso, na nossa avaliagdo 0s
animais que receberam reserpina e salbutamol juntos, também perderam peso, entdo nesse
aspecto o salbutamol néo foi preventivo. A nivel celular, a doenca é caracterizada pela morte
de neurbnios dopaminérgicos, responsaveis por liberar dopamina, que atua numa regido
cerebral relacionada ao controle dos movimentos. Um dos fatores que causa a morte desses
neurdnios ¢ o acumulo da proteina a-sinucleina. Nossos resultados demonstraram que o
tratamento com salbutamol ajudou a prevenir a diminuicdo da dopamina, mas ndo conseguiu
prevenir o acumulo da proteina a-sinucleina. Nesse sentido, o salbutamol parece ser um
medicamento promissor a ser utilizado para prevenir e tratar alguns dos sintomas da doenca de
Parkinson. Entretanto, novos estudos devem ser realizados para compreender melhor os
mecanismos envolvidos e 0s possiveis riscos associados ao uso desse medicamento. S6 depois
dessa fase, profissionais da satde poderao avaliar a possibilidade de uso desse medicamento no
tratamento da doenca de Parkinson.
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1. INTRODUCAO

A Doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais frequente
(ELBAZ et al., 2016) e a desordem motora mais comum em idosos (BALESTRINO;
SCHAPIRA, 2020), caracterizada principalmente por sintomas motores, como tremor de
repouso, prejuizo da marcha (PERUMAL; SANKAR, 2016), rigidez muscular, bradicinesia e
instabilidade postural (TYSNES; STORSTEIN, 2017; POEWE et al., 2017; BALESTRINO;
SCHAPIRA, 2020). Esses sintomas sdo causados pela morte seletiva de neurdnios
dopaminérgicos do mesencéfalo cerebral, principalmente na substancia negra parte compacta
(SNpc), provocando a deplecdo de dopamina (DA) no estriado dorsal, via nigroestriatal, que
atua no controle motor (GALVAN; WICHMANN, 2008).

Entretanto, apesar dos sintomas motores serem as principais caracteristicas fenotipicas
da DP, sdo observados apenas ap0s o comprometimento de 60 a 80% dos neurdnios
dopaminérgicos da SNpc (LANGSTON, 2006). Além disso, em estagios iniciais da doencas,
precedendo os sintomas motores, podem ser observados sintomas ndo motores (COVA et al.,
2017), como depressao, ansiedade (CHEN; MARSH, 2014), déficit de aten¢do (WOOD et al,
2012), distarbio do sono (TROEUNG et al., 2013) e disfuncéo gastrointestinal (PELLEGRINI
et al., 2015), que ndo respondem ao tratamento para DP com agonistas dopaminérgicos
(CHAUDHURI et al., 2006), sugerindo o envolvimento de outras vias neuronais em estagios
iniciais e na progressao da DP, como a via noradrenérgica e a serotoninérgica (GIZA et al.,
2012; LEAL et al., 2019a; LEAL etal., 2019b).

A manipulacdo de receptores noradrenérgicos no sistema nervoso periférico € comum
para o tratamento prolongado de doencas respiratdrias e cardiovasculares (BILLINGTON et
al., 2017; IPPOLITO; BENOVIC, 2021). No entanto, estudos recentes tém sugerido uma
relacdo entre o uso de farmacos agonistas seletivos e antagonistas nao seletivos, dos receptores
B-noradrenérgicos (RAB) com uma reducdo ou aumento, respectivamente, do risco para o
desenvolvimento da DP (GRONICH etal., 2018; MITTAL etal., 2017; SEARLES; NIELSEN,
2018; HOPFNER et al., 2019; DE GERMAY et al.,, 2020; HOPFNER et al., 2020;
MAGISTRELLI; COMI, 2020; CHEN et al., 2021; SAENGPHATRACHAI et al., 2021).

Além disso, a disfuncdo da via noradrenérgica pode atuar influenciando a progressdo
da neurodegeneracdo dopaminérgica (ARCHER; FREDRIKSSON, 2006), uma vez que, a

estimulacdo, via de receptores noradrenérgicos P2 (RAP2) pode levar a um aumento na


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Mnalnx
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Mnalnx
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liberacdo da dopamina e reduzir a expressdo do mRNA do gene SNCA, responsavel pela sintese
da alfa-sinucleina, proteina relacionada a morte dos neurénios dopaminérgicos (MITTAL etal.,
2017; O’NEILL; HARKIN 2018; HOPFNER et al., 2019; HOPFNER et al., 2020). A
estimulagdo dos RAB2 também pode atuar reduzindo a liberagdo de fatores anti-inflamatorios,
pelo antagonismo e estimulacdo, enquanto que seu antagonismo pode aumentar a liberacdo de
fatores pro-inflamatorios, relacionados a degeneragdo dos neurdnios dopaminérgicos
(BUTKOVICH et al., 2018; MAGISTRELLI; COMI, 2020; O’NEILL et al., 2019; RYAN et
al., 2013).

Baseado nesse contexto, as evidéncias mostram uma relacéo entre uso prolongado de
farmacos B-noradrenérgicos e o risco para o desenvolvimento da DP. Entretanto, ndo esta clara
a relacdo da modulagdo da via noradrenérgica, através dos receptores [32-noradrenérgicos, com
0S mecanismos neuroprotetores e neurotoxicos associados a DP. Dessa forma, estudar a relacdo
da administracdo prévia e crénica do salbutamol, avaliando aspectos relacionados aos sintomas
motores e ndo motores, e 0S aspectos neurogquimicos associados a fisiopatologia da doenca,

num modelo de parkinsonismo, pode ser um caminho para preencher essas lacunas.



17

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Doenca de Parkinson

Em 1817, James Parkinson, médico inglés, relatou pela primeira vez as caracteristicas
clinicas da DP (GOEDERT; COMPSTON, 2018). Ele acompanhou o caso de cinco homens
com idades entre 50 e 70 anos, com sintomas motores, e recebeu dados de mais um caso
acompanhado por um colega; o que lhe permitiu caracteriza-los e descrevé-los em seu ensaio
da doenca chamada por ele de paralisia agitante (do inglés An essay on the shaking palsy).
Descreveu que os individuos apresentavam tremor involuntario (iniciando em apenas um lado
e posteriormente se tornando bilateral), fraqueza muscular, inclinagdo do tronco para frente,
marcha com passos apressados e curtos (PARKINSON, 1817; GOEDERT; COMPSTON,
2018; OBESO et al., 2017; LEES, 2017).

Embora J. Parkinson seja lembrado por caracterizar o dano motor da doencga, em seu
ensaio, ele também aborda alguns danos ndo motores, como os disturbios do sono (despertares
relacionados aos tremores de repouso), constipacdo, dificuldade na fala e degluticdo, além do
excesso de salivagdo, relacionados a estagios mais avancados da doenga (PARKINSON, 1817;
SINGARAM et al., 1995; HURWITZ, 2017). No entanto, ele acreditava que os sentidos e 0
intelecto ndo eram afetados e que os sintomas motores observados nos membros estavam
associados, inicialmente, a medula espinhal e se espalhava pela medula oblonga
(PARKINSON, 1817; GOEDERT; COMPSTON, 2018).

Apds as observacdes de Willian Rutherford Sanders, em 1865, ele nomeou a chamada
paralisia agitante de “doen¢a de Parkinson” (GOEDERT; COMPSTON, 2018; EADIE, 2020;
LEWIS, 2020). No entanto, o termo s6 se tornou usual a partir de 1875, quando Jean-Martin
Charcot o utilizou em uma palestra (OBESO et al., 2017). Os estudos realizados por Charcot e
Vulpian permitiram determinar os sintomas cardinais da doenca, identificados por bradicinesia,
tremor, rigidez muscular e instabilidade postural (OBESO et al., 2017; LEES, 2017,
GOEDERT; COMPSTON, 2018). Eles ainda propuseram que as causas da doenga poderiam
estar associadas a umidade, ao frio, choques ou danos emocionais do sistema nervoso
(GOEDERT; COMPSTON, 2018).

Apds os estudos de Charcot, outros pesquisadores contribuiram para uma melhor
compreensdo das caracteristicas clinicas e patologica doenca. Em 1894, Edourad Brissaud
propds que a substancia negra, area mesoencéfalica, atuava regulando o ténus muscular, e que
lesbes nessa area poderiam provocar a doenca (PARENT; PARENT, 2010; MARQUES, 2018;
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FENELON et al., 2021). Em 1919, Constantin Tretiakoff descreveu a presenca de inclusdes
patoldgicas, corpos de Lewy, em neurbnios da substancia negra de encéfalos pos-mortem de
pacientes com a DP, confirmando os achados de Fritz J. H. Lewy, que além de observar a perda
de pigmentacdo dessa regido, sugeriu que a degeneragdo dos neurbnios nessa regido estava
relacionada ao dano motor observados nos pacientes (PARENT; PARENT, 2010; GOEDERT;
COMPSTON, 2018).

Ja sdo mais de 200 anos desde a descricdo da DP por J. Parkinson e apesar da
descoberta de varios mecanismos patologicos envolvidos, ainda ndo se sabe a causa definida,
da doenca. No entanto, ao longo desse tempo, todos esses estudos foram fundamentais para

uma melhor compreensdo das caracteristicas sintomatoldgica e fisiopatoldgica da doenca.
2.2. Mecanismos fisiopatoldgicos relacionados a doenca de Parkinson

Apesar de ainda ser considerada uma doenca sem etiologia definida, muito ja se sabe
acerca de mecanismos fisiopatolégicos da DP e que os sintomas motores caracteristicos da
doenca sdo decorrentes da deplecdo dopaminérgica na via nigroestriatal, derivada da morte
seletiva de neurbnios dopaminérgicos na SNpc (POEWE et al., 2017; LIU; CHEUNG, 2020;
HUR; LEE, 2021; CONTE, 2021; LEGARDA et al., 2022). Embora os mecanismos que
causam a morte dos neurdnios dopaminérgicos ainda nao estejam bem esclarecidos, fatores tem
sido associados a disfuncdo dopaminérgica, como o acimulo da proteina a-sinucleina e da
formagéo de corpos de Lewy (RODRIGUEZ-VIOLANTE et al., 2017; MALPARTIDA et al.,
2021; PICCA etal., 2021; DABRAVOLSKI et al., 2022), o estresse oxidativo em conjunto com
a disfuncdo mitocondrial, associados ao acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROS),
déficit bioenergético celular derivado dos danos mitocondriais, disfuncdes no sistema
ubiquitina proteassoma e na via de autofagia lisossomal, que atuam no controle de proteinas e
organelas disfuncionais (REEVE et al., 2014; SURMEIER, 2017; TRIST et al., 2019; HUR,;
LEE, 2021) e a neuroinflamagao (LEAO et al., 2015; AHMED-FARID et al., 2021; CUNHA
etal., 2022).

Em condic¢des fisioldgicas a proteina a-sinucleina (a-sin) é extremamente importante
nas sinapses, tendo em vista que estabelece conexdes com o transportador vesicular de
monoaminas 2 (VMAT?2), formando o complexo SNARE permitindo o envesiculamento da
dopamina (DA) e a liberacdo desta na fenda sinaptica (ROCHA et al., 2018; MOR et al.,2017;
DU et al., 2020). Na DP familiar, mutacdes no gene SNCA, duplicagdes ou triplicacdes, estdo

associadas a super-expressdo dessa proteina, que se torna disfuncional e mal dobradas,
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formando oligbmeros toxicos e corpos de Lewy (BLAUWENDRAAT et al.,2020; JIA et al.,
2022). Apesar de ter relagcdo com as mutagGes genéticas, e a forma familiar da DO, os agregados
de a-sin também estdo presentes nas formas idiopéaticas da doenga, decorrentes de mutacGes
causadas por mecanismos que afetam a forma e funcdo dessa proteina, como o estresse
oxidativo e a disfungédo nos sistemas de degradacdo. O acimulo de a-sin € implicado em todos
0s outros fatores fisiopatologicos da doenca, agravando o dano aos neurénios dopaminérgicos
nigrais (TRIST et al., 2019; HUR; LEE, 2021; PICCIRILLO et al., 2022).

O estresse oxidativo deriva do desbalango entre acimulo de ROS no meio intra e
extracelular, e a depuracdo dessas moléculas (SURMEIER, 2017; TRIST etal., 2019). As ROS
sdo o0 produto de diversas reacGes importantes, como na producdo de ATP via cadeia
transportadoras de elétrons (CTE) na mitocondria (SUBRAMANIAM; CHESSELET, 2013,
TRIST et al., 2019; HUR; LEE, 2021) e na degradagdo de monoaminas (TRIST et al., 2019;
HUR; LEE, 2021; PICCIRILLO et al., 2022). Para evitar que essas moléculas se acumulem
existem mecanismos de controle, como as enzimas antioxidantes endogenas (AASETH et al.,
2018), a producdo de neuromelanina e o envesiculamento da dopamina. As células glias
também atuam na protecdo a medida em gue possuem enzimas antioxidantes, reguladas por
PARKIN e DJ-1 (eliminagdo de ROS e ativagéo de genes antioxidantes) (JOE et al., 2018). No
entanto, os mecanismos antioxidantes sdo prejudicados na DP (TRIST et al., 2019).

Os neurbnios dopaminérgicos na SNpc sdo mais vulneraveis aos danos causados pelo
estresse oxidativo porque, além de possuirem axénios longos e bem arborizados (MATSUDA
et al., 2009), sdo autoexitaveis para manter os niveis de dopamina no estriado dorsal, um
mecanismo de marcapasso controlado por canais de Ca®* com alta demanda energética, de tal
modo que essa demanda pode estar associada a disfuncdo mitocondrial (TRIST et al., 2019;
HUR; LEE, 2021; LEGARDA et al., 2022).

A disfuncdo mitocondrial é caracterizada pela deficiéncia respiratoria, reduzindo a
capacidade de producdo de ATP (REEVE et al., 2014), causando um déficit bioenergético no
sistema, 0 que é extremamente nocivo aos neurbnios dopaminérgicos (TRIST et al., 2019;
HUR; LEE, 2021; LEGARDA et al., 2022). Além disso, tém sido demonstrado que o bloqueio
do complexo 1, por toxinas ambientais, causa da disfuncdo mitocondrial, desregulando a
producdo de EROs, (tendo em vista que essas moléculas sdo produto da reacdo de sintese de
ATP) (TRIST et al, 2019), associado a disfuncdo dopaminérgica (SUBRAMANIAM;
CHESSELET, 2013).

Outro fator associado & DP € a falha nos sistemas de degradacao proteica o ubiquitina

proteassoma (UPS) e a autofagia lisossomal (ALS), que atuam na degradacdo de proteinas
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disfuncionais, organelas e macromoléculas (MATTAM et al., 2021). A falha desses sistemas
pode provocar o acimulo de agregados de a-sin e favorecer a formacao dos corpos de Lewy
(REEVE et al., 2014; JANKOVIC; TAN, 2020; PICCA et al., 2021). Esses sistemas sao
afetados pelo envelhecimento (POPPEK; GRUNE, 2006; LI; LI, 2011) através reducdo da
atividade (TSAKIRI; TROUGAKOS, 2014), e da saturacdo, devido ao aumento de estresse
oxidativo e acumulo de proteinas danificadas (LI; LI, 2011; MATTAM et al., 2021,
DABRAVOLSKI et al., 2022) e reducéo na sintese de ATP para degradacdo proteica (REEVE
et al., 2014) e sdo agravados por fatores associados a DP (WATANABE et al., 2020; TIWARI;
SINGH, 2021; PARK et al., 2021; BUNEEVA et al., 2022).

Além disso, nos altimos anos a neuroinflamacdo tem se destacado como um dos
principais mecanismos fisiopatologicos associado a DP, afetando as células gliais. A microglia
é considerada a célula representante da imunidade inata no sistema nervoso central (SNC), e
juntamente com os astrocitos (células de suporte e plasticidade neuronal (GELDERS et al.,
2018) pode ser ativada por fatores estressores, tais como as ROS, padrGes moleculares
associados ao dano (DAMPS) (liberados pelas mitocondrias em situacdo de estresse) e pelos
oligobmeros toxicos de a-sin (YSSEL et al., 2018; GELDERS et al., 2018; PICCA et al., 2021;
BADANJAK et al., 2021; GUNDERSEN, 2021) assumindo fenotipos pro-inflamatorios,
liberando citocinas inflamatdrias e iniciando a cascata da inflamacdo, que pode culminar em
apoptose e neurodegeneracdo (BADANJAK et al., 2021).

A hiperativacdo microglial e astrocitaria, via a-sin, aumenta a liberacdo de fatores
inflamatdrios neurotdxicos, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucinas pro-
inflamatorias I1L-1p, IL-6, o0xido nitrico (NO), a enzima 6xido nitrico sintase (iNOS) e ROS
causando um loop de ativacdo que pode estar associado a degeneracdo dos neurdnios
dopaminérgicos (GELDERS et al., 2018; EARLS; LEE, 2020; RASHEED et al., 2021; PICCA
et al., 2021). Além disso, alguns estudos mostram que a neuroinflamacdo periférica pode
influenciar os danos observados no SNC (KIM et al.,, 2018), a medida que alteram a
permeabilidade da barreira hematoencefalica e permitem a migracdo de moléculas pro-
inflamatdrias para a regido central (BRUDEK, 2019; LIN et al., 2019; LIN et al., 2022).

2.3. Disfuncéo nigroestriatal e os sintomas motores na doencga de Parkinson

A DP é uma doenca neurodegenerativa progressiva, caracterizada clinicamente pelo

surgimento de sintomas motores, como o tremor em repouso, bradicinesia, rigidez muscular e
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instabilidade postural (ARMSTRONG; OKUN, 2020; DI BIASE et al., 2020). Apesar de serem
0s principais sintomas para o diagnéstico da doenca, evidéncias sugerem que estes sintomas so
sdo bem evidentes em estdgio avancado, com o comprometimento de 60 a 80% dos neurdnios
dopaminérgicos da SNpc, que enviam suas projecOes para 0s nucleos estriatais, via
nigroestriatal, envolvidos no controle do movimento (KRAVITZ etal., 2010; TAGUCHI et al.,
2020).

A via nigroestriatal, formada pela substancia negra e os ndcleos da base (nucleos
caudado, putdmen, globos palidos e nucleo subtaldmico), modulam o movimento através da
liberacdo de dopamina atuando em receptores dopaminérgicos (D1 e D2) presentes no estriado
(nucleos: caudado e putdmen). A partir do estriado partem projecdes gabaérgicas, moduladas
pelos receptores D1 e D2, que favorecem (via direta — excitatdria), e inibem (via indireta —
inibitoria) os movimentos, para outros ndcleos envolvidos no controle do movimento (figura 1
A) (OBESO et al., 2008; KREITZER et al., 2008; FREEZE et al., 2013).

A — Condicdo normal B- Doenca de Parkinson

SNpc ] ’ SNpe ’
— Estriado ’ dEjtr}ado.
(caudado/ putamen) |  (caudado/ putamen)
[ GPi L
Cortex l

Talamo

’» NST ‘ NST | ------------------------

SNr

Via direta

{ Cortex ‘

Via indireta

Via direta
Via indireta

—> Projecdes dopaminérgicas
— Projecdes gabaérgicas
Projecdes glutamatérgicas

Figura 1: Esquematizacéo da circuitaria do controle motor em condicdes fisioldgicas normais e na doenca
de Parkinson. (A) Em condigdes fisioldgicas normais, as vias direta e indireta, através da estimulacdo dos
receptores D1 e D2, pela dopamina, atuam em conjunto para modulagéo do controle movimento. (B) Condicéo
patolégica na doenca de Parkinson. SNpc — substancia negra parte compacta, GPi — globo palido interno, SNr —
substancia negra parte reticulada, GPe — globo pélido externo e NST — nuicleo subtalamico.

Na DP, devido a morte de neurbnios dopaminérgicos na SNpc e a deplecdo de

dopamina nos nucleos do estriado, ha uma desregulacdo do circuito da via nigroestriatal que
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controla 0 movimento. Na condicdo patoldgica, a auséncia ou diminui¢do da estimulacdo dos
receptores dopaminérgicos D1 e D2 nos neurbnios gabaérgicos estriatais pela dopamina,
provoca uma diminui¢do da inibi¢cdo do globo pélido interno (via direta) e um aumento da
inibicdo do globo péalido externo (via indireta) levando a uma redugdo de movimentos
voluntérios e proporcionando o surgimento dos sintomas motores caracteristicos da doenca
(figura 1 B) (OBESO et al., 2008; KREITZER et al., 2008; FREEZE et al., 2013).

Os sintomas motores mais comuns associados a disfuncdo da via nigroestriatal em
pacientes da DP, s&o o tremor em repouso, bradicinesia, rigidez muscular, instabilidade postural
e a alteracdo da marcha. Os quais sdo considerados os sinais cardinais para diagnostico da
doenga (OPARA, etal., 2017; ARMSTRONG; OKUN, 2020; DI BIASE etal., 2020). O tremor
de repouso, normalmente inicia unilateral e se torna bilateral com a progressdo da doenca
(JANKOVIC, 2008). Geralmente o tremor tem frequéncia de 4 a 6 hz e afeta as regides distais,
maos e pernas, e a regido oral, labios, queixo e mandibula (OPARA et al., 2017; REICH,;
SAVITT, 2018;).

A bradicinesia, ou acinesia, é caracterizada pela lentiddo do movimento e esta
associada a dificuldade no planejamento, execucdo do movimento e principalmente na
realizacdo de movimentos simultaneos (ALI; MORRIS, 2014; OPARA et al., 2017; REICH;
SAVITT, 2018). Esse sintoma cardinal pode ser observado durante a realizacdo de tarefas
cotidianas que exigem controle motor fino, como escrever e abotoar. Também inclui a perda de
movimentos espontaneos e gesticulagdo, como expressdes faciais, havendo uma diminuicédo na
frequéncia do piscar dos olhos, dificuldade de degluticdo, gerando um aumento do acimulo de
saliva, dificuldade na prontncia das palavras (disartria) (DASHTIPOUR etal., 2018; MUNOZ-
VIGUERAS et al., 2021) e redu¢do do movimento de oscilagdo dos bragos ao caminhar
(JANKOVIC, 2008).

A rigidez muscular é caracterizada por um aumento da resisténcia dos musculos,
dificultando o alcance dos movimentos articulares dos membros, e pode gerar dor e incomodo
ao paciente, sendo mais proeminente no sexo feminino (CERRI, et al., 2019). A instabilidade
postural (figura 2), normalmente o sintoma cardinal mais tardio, é caracterizada pela perda de
reflexos posturais e é considerado um dos maiores risco para queda em pacientes da DP. Apesar
da instabilidade postural pode estar associada a outros sintomas da doenca, além de que,
também ¢é influenciada por fatores inerentes ao envelhecimento, como hipotensdo ortostatica,
reducdo da capacidade visual, vestibular e sensorial (JANKOVIC, 2008; OPARA et al., 2017).
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Figura 2: Desenho representativo da instabilidade na postura dos pacientes com a doenca de Parkinson.
Paciente com postura de camptocormia, tronco inclinado para frente, devido instabilidade postural e a perda do
centro de massa corporal, de William Gowers (1880). Figura adaptada de Lewis et al., 2020.

Alem dos sintomas cardinais, outros sintomas motores sdo observados na DP, como o
disturbio da marcha em festinacdo, caracterizado por passos apressados e curtos, sem a
movimentacdo dos bracos, os quais estdo relacionados a rigidez muscular dos membros e a
instabilidade postural (REICH; SAVITT, 2018; MIRELMAN et al., 2019; NONNEKES et al.,
2019; DI BIASE et al., 2020).

Os sintomas motores costumam ser mais brandos e unilaterais em estagios iniciais do
comprometimento motor (MIRELMAN et al., 2019), progredindo para uma disfuncdo motora
bilateral em estagios intermediarios (GAO et al., 2020; RAHIMPOUR et al., 2021) e um
comprometimento motor grave em estagios avancados (MIRELMAN et al., 2019; OPARA et
al., 2017; LIMA et al.,, 2017). Apesar da intervencdo farmacolégica com agonistas
dopaminérgicos diminuir os sintomas motores, 0 tratamento com esses farmacos nao é
suficiente para impedir a progressao da doenca e ndo tem efeito sobre os sintomas ndo motores
(LANE, 2019).

2.4. Sintomas ndo motores na doenca de Parkinson

Embora a DP seja caracterizada clinicamente pelos sintomas motores, alguns sintomas
ndo motores podem surgir muitos anos antes dos sintomas motores (SCHAPIRA et al., 2017),
uma vez que, o acumulo de a-sin pode ser observado no locus coeruleos e no nucleo da rafe,

nacleos noradrenérgico e serotoninérgico, respectivamente, suportando a ideia de que o
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surgimento de sintomas ndo motores esta associado a disfungdo de outras vias neuronais, antes
da via nigroestriatal ser afetada (BRAAK et al., 2002). De modo geral, 0s sintomas ndo motores
estdo associados as disfungdes neuropsiquiatricas, autondmicas, sensoriais e do sono, 0s quais
podem surgir, variavelmente, ao longo do estagio inicial e também apo6s os sintomas motores,
implicando em um declinio acentuado na qualidade de vida do individuo (REICH; SAVITT,
2018).

Alguns dos sintomas neuropsiquiatricos que podem ser observados na DP,
normalmente em estagios iniciais, mas também em estagios avancados, sdo a depressao, apatia,
ansiedade, anedonia, déficit de atencdo e de memoria, alucinacdes, deméncia, comportamento
obsessivo, confusdo, delirios, ataques de panico e psicose (CHAUDHURI et al., 2006). No
geral, a depressdo afeta de 30 a 50% dos pacientes provocando grande impacto na qualidade de
vida (CHAUDHURI et al., 2006; IRANZO, 2013), pode acometer o paciente de modo anterior
aos sintomas motores ou na fase avancada da doencga, além de que ja foi demonstrado que a
depressdo pode intensificar os sintomas motores (PFEIFER et al., 2013; JANAKIRAMAN et
al., 2017).

A ansiedade também pode ser considerada como um sintoma nao motor da DP, sendo
manifestada de modo generalizado, havendo a possibilidade de ataques de panico
(CHAUDHURI et al., 2006; ALI; MORRIS, 2014; TAGUCHI et al., 2020), pode acometer até
40% dos pacientes (PFEIFER et al., 2013). A apatia e a anedonia, sdo caracterizadas pela
reducdo do estado motivado do paciente, e tem como causa a desregulacdo dopaminérgica
(KONDO, 2008), que afeta o sistema de recompensas do cérebro. Além disso, exames de
imagem mostram que pacientes com DP, tém uma menor ativacdo do sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico, relacionado a recompensas (KUNIG et al., 2000). Também ja foram
relatados sintomas de psicose e alucinagdes, tanto visuais quanto auditivas (CHAUDHURI et
al., 2006; IRANZO, 2013). Tais sintomas tém relacdo com a interrupcdo do sono e com a
possivel degeneracdo neuronal do nucleo penduculopontino, locus coeruleos e ndcleo da rafe
(BRAAK et al., 2002; CHAUDHURI et al., 2006). O déficit cognitivo, principalmente 0s
prejuizos da memdria, ocorrem em até 80% dos pacientes em estagios avancados da DP
(PFEIFER et al., 2013), sendo considerado um dano progressivo (CHAUDHURI et al., 2006;
ALIl; MORRIS, 2014; REICH; SAVITT, 2018).

As disfunc¢bes autondmicas incluem os disturbios gastrointestinais, perturbagdes na
bexiga (incontinéncia urinaria e noctaria), sudorese excessiva, hipotensao ortostatica, disfuncao
sexual (hipersexualidade, hipossexualidade e disfuncdo erétil) e xerostomia. Derivadas de

alteracGes no sistema nervoso autbnomo, sendo degeneracdes e ou disfun¢Ges nos nucleos
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cerebrais que controlam as func¢Bes autbnomas, e nos centros modulatorios, como medula
(rostral, ventrolateral, ventromedial, caudal) e nicleo da rafe, que controlam os neurénios
simpaticos pré-ganglionares. (CHAUDHURI et al., 2006; ALI; MORRIS, 2014).

Dentre os distarbios gastrointestinais, a constipagdo é um sintoma inicial bem
caracteristico da DP, acometendo os pacientes até décadas antes do inicio dos sintomas motores,
embora ndo seja um sintoma ideal para um diagnostico mais cedo, tendo em vista que também
pode acometer boa parte da populacdo (IRANZO, 2013; TAGUCHI et al., 2020). Estudos
trazem a relacdo desse sintoma com a perda acentuada de neurdnios dopaminérgicos centrais e
na regido do colo intestinal (CHAUDHURI et al., 2006), bem como agregacdo de alfa-
sinucleina nessa regido (SHANNON et al., 2012), que iniciam antes dos danos motores e
perduram por todos os estagios da doenca (JOST; REICHMANN, 2017).

As disfungdes sensoriais abrangem a hiposmia, dor e parestesia (sensacdo de
formigamento), além de prejuizos na visdéo (CHAUDHURI et al., 2006). A hiposmia, perda
olfativa, atinge até 90% dos pacientes (JOST; REICHMANN, 2017) e pode surgir até décadas
antes dos sintomas motores (ALI; MORRIS, 2014), é a caracteristica ndo motora mais
prevalente, além de ndo ser frequente na populacdo (TAGUCHI et al., 2020), podendo auxiliar
em um diagnostico precoce (JOST; REICHMANN, 2017).

A sensacdo de dor acomete cerca 70% dos pacientes da doenca e pode ser derivada de
das discinesias do periodo “off’ do tratamento dopaminérgico, ou relacionadas a dor
musculoesquelética, orofacial ou abdominal (PFEIFER et al., 2013; BUHMANN et al., 2020).
Os distarbios do sono sdo marcados por sonoléncia diurna, insbnia, respiracdo desordenada
durante o sono REM e a desordem comportamental do sono (TAGUCHI et al., 2020). Esses
sintomas estéo associados a comportamentos agressivos durante o sono (JOST; REICHMANN,
2017), sonhos vividos (que posteriormente podem gerar as alucinagdes diurnas) (ALI,
MORRIS, 2014), e possiveis vocalizagdes desagradaveis (CHAUDHURI et al., 2006).

Apesar de a maioria dos sintomas ndo motores terem sido associados um estado
prodrémico da DP, pouco que se sabe sobre a relacao desses sintomas e a progressdo da doenca.
Além disso, a baixa eficacia do tratamento dopaminérgico, sugere uma associa¢cdo dos sintomas
ndo motores a outras vias de neurotransmissores (TAGUCHI et al., 2020) como sugerido por
Braak et al., que em 2002 publicaram um estudo que buscava tracar o curso da patologia na DP
relacionado a ocorréncia progressiva das lesdes decorrentes dos corpos de Lewy em diferentes
nucleos encefalicos, na tentativa de entender o estado prodromico da doenca, caracterizando-a

seis estagios de progressao.
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O primeiro e segundo estagio da hipdtese de Braak demonstram inclusdes de corpos
de Lewy no bulbo olfatério e no nucleo motor dorsal do nervo vago, que envia projecoes
parassimpaticas ao trato gastrointestinal. Sugerindo uma relagdo com os sintomas de hiposmia
e as disfungdes autondémicas observadas nos pacientes da DP (BRAAK et al., 2002). No terceiro
e quarto estagio, observa-se uma progressdo na formacdo de corpos de Lewy em areas
relacionadas aos disturbios do sono, disfuncéo erétil (MURILLO-RODRIGUEZ, et al., 2012;
ALI; MORRIS, 2014), disfuncdo emocional (KONDO, 2008; COCCURELLO, 2019) e
disfuncdo motora (WINN, 2006; VITALE et al., 2019). No quinto e sexto estagio, além do
aumento da formac&o de corpos de Lewy nas areas anteriores, tem-se predominio de danos em
areas motoras, emocionais e cognitivas (XU et al., 2022; ALI; MORRIS, 2014; ZINGG et al.,
2018; ARMSTRONG; OKUN, 2020) (figura 3).

Stage 1/2 Stage 3/4 Stage 5/6

MRN/ § ’s0

LP severity and clinical progression

Figura 3: Representacao dos estagios da doenga de Parkinson apontados por Braak (2002). Nos estagios 1 e
2, 0s corpos de Lewy atingem o bulbo olfatério (BO), o locus coeruleus (LC), o nlcleo magnus da rafe (MR), a
zona incerta (ZI), o ndcleo motor do nervo vago (MDV) e os nlcleos paragigantocelular (NRPG) e gigantocelular
(NRG). Ja no terceiro e quarto estagio, a topografia das lesGes é apontada nas regifes do septo (Se), na area
tegumentar ventral (VTA), no hipotalamo lateral (HL), no prosencéfalo basal (PB), naamigdala (AM), nos nucleos
médio (NMR) e dorsal da rafe (NDR), no ndcleo trato solitario (NSO), no nicleo pedunculopontino (NPP), na
substancia negra parte compacta (SNpC) e nos nucleos intralaminares (NIL); nos Gltimos estagios (5 e 6) as lesdes
sdo encontradas no cortex frontal (CF), cortex limbico (CL) e no claustro (CI). Figura adaptada de do artigo de
Surmeier et al., 2017.

2.5. Modelo de parkinsonismo induzido pela reserpina

A reserpina é uma droga derivada dos alcaloides da planta Rauwolfia serpentina
(LOBAY, 2015; LEAL et al., 2016), a qual inicialmente foi utilizada para o tratamento de
hipertensdo, embora naquela época, ainda nao se entendia bem o mecanismo relacionado uso
cronico da droga (CHAKRAVARTY:; RAI, 1951). No final da década de 50, foi demonstrado
os efeitos da reserpina no esgotamento das monoaminas (CARLSSON et al., 1957; WEIL-
MALHERBE; BONE, 1958), quando Carlsson et al. (1957) perceberam que a L-dopa



27

restaurava os niveis de dopamina, e melhorava o comportamento de animais tratados com a
reserpina. Em 1996, Salamone e Baskin, definiram a reserpina como um possivel modelo de
tremor parkinsoniano a partir de observag6es de mastigacdes no vacuo em animais tratados com
reserpina e apomorfina (SALAMONE; BASKIN, 1996).

Atualmente a administracao de reserpina tém sido utilizada para induzir parkinsonismo
em estudos com animais, tendo em vista que bloqueia irreversivelmente o receptor VMAT?2
impedindo o envesiculameto monoaminas (DE FREITAS et al., 2016; LEAO et al., 2015),
provocando a deplecdo monoaminérgica gradual e o surgimento de varios danos motores e ndo
motores (PATIL et al., 2012, LIMA et al., 2021; LEAL et al., 2016; LINS et al., 2018;
PEREIRA et al., 2020; AHMED-FARID et al., 2021) permitindo a avaliacdo de diferentes
estagios do parkinsonismo.

O bloqueio do VMAT 1 e 2 pela reserpina provoca o acimulo de monoaminas no
terminal axonal sobrecarregando as vias de degradacdo das monoaminas oxidases (MAOs) e
aumentando os niveis de estresse oxidativo, proliferacdo glial, a-sin, reducdo de tirosina
hidroxilase entre outros mecanismos observados no modelo (LEAO et al., 2015; STAHL et al.,
2018; GOIS et al. 2020; AHMED-FARID etal., 2021; CUNHA et al., 2022; VAN ONSELEN;
DOWNING, 2021).

2.6. Influéncia da via noradrenérgica na Doenca de Parkinson

Embora a DP ainda seja considerada uma doenca neurodegenerativa dopaminérgica, a
participacdo de outras vias monoaminérgicas, noradrenérgica e serotoninérgica, tem sido
relacionada aos sintomas ndao motores observados em estagios iniciais da doenca (REICH;
SAVITT, 2018).

Estudos recentes tém sugerido que o uso de farmacos noradrenérgicos, agonistas e
antagonistas dos RAP, para o tratamento de doengas cardiovasculares e respiratorios, tem
relacdo positiva com a reducdo e o aumento do risco para a DP, respectivamente (HOPFNER
etal., 2019; DE GERMAY etal., 2020; HOPFNER etal., 2020; MAGISTRELLI; COMI, 2020;
CHEN et al., 2021; SAENGPHATRACHAI et al., 2021). Além disso, com o envelhecimento
da populacdo, um dos fatores de risco para a DP, ha também um aumento de casos de doencas
cardiovasculares (COSTANTINO et al., 2016) e respiratérias (CHO; STOUT-DELGADO,

2019), e consequentemente uma maior exposicao a esses farmacos. Logo, estudar a participacao
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da via noradrenérgica e seus receptores em estagios iniciais, podem ajudar a entender a relacdo
de riscos com a DP.

No SNC, os RAB2 sdo expressos nos neurdnios e nas células gliais, tanto na microglia
que atua como representantes da imunidade inata nessa regido, quanto nos astrdcitos, e a
modulacgéo desses receptores pode influenciar diretamente os mecanismos neuroinflamatorios
associados a DP (TANAKA et al., 2002; MAGISTRELLI; COMI, 2020). De acordo com
O’Neill e Harkin (2018) a estimulacdo desses receptores pode prevenir a mecanismos
fisiopatoldgicos associados a DP por inibir a ativacdo microglial, a liberacdo de fatores proé-
inflamatdrios, e por estimular a producéo de fatores neurotréficos em astrocitos. Além disso,
agonistas RAB2 seletivos ou inibidores de recaptagcdo de noradrenalina pode inibir a ativacao
do fator nuclear kappa B (NFxB) (RYAN etal., 2013; O’NEILL; HARKIN 2018).

O estudo de Griffin, et al.,2018, demonstrou uma redugdo dos parametros
inflamatorios induzidos pela administragdo intra-estriatal da IL-1p, relacionada a estimulacéo
dos RAB2 por clenbuterol (GRIFFIN et al., 2018). Além disso, ja foi comprovado que 0
estimulo desse receptor pode atuar na regulando a expresséo do gene SNCA e a-sin (MITTAL
et al., 2017; O’NEILL; HARKIN 2018) e reduzindo o déficit motor caracteristico da DP
(O’NIELL, et al., 2019; KREINER et al., 2019).

O salbutamol € um agonista noradrenérgico 32 seletivo de curta atividade, farmaco da
classe de SABAS (do inglés Short Acting B agonist) (BILLINGTON et al., 2017), é amplamente
utilizado no tratamento de asma (STARKEY etal., 2013; ZHENG; YADAYV, 2021; COURLET
etal., 2022; MARQUES; VILA, 2022) e doenca obstrutiva pulmonar crénica (COPD, do inglés
chronic obstructive pulmonary disease) (PATEL; THOMSON, 2011), devido a sua acao
broncodilatadora (STARKEY et al., 2013; SOTTAS et al., 2016; RITCHIE et al., 2018).

O salbutamol pode ser administrado por diferentes vias de administracdo, como oral,
inalatoria e intravenosa (PATEL; THOMSON, 2011; STARKEY et al., 2013; SOTTAS et al.,
2016). Embora o alvo desse farmaco seja as vias areas, ele pode ultrapassar a barreira
hematoencefélica (MITTAL et al., 2017; O’NEILL; HARKIN 2018), e agir nos receptores
RAPB2 expressos em células gliais e neurénios (MAGISTRELLI; COMI, 2020), e 0 seu uso
cronico no tratamento de doencas respiratorias tem sido relacionado a um menor risco para
desenvolver a DP (MITTAL et al., 2017; DE GERMAY et al., 2020; CHEN et al., 2021;
SAENGPHATRACHAI et al., 2021). Além dos estudos ja citados anteriormente sobre o efeito
de agonistas RAB2, Uzkeser et al. (2012) mostraram que o tratamento com salbutamol
aumentou a producdo de enzimas antioxidantes (UZKSER et al., 2012), controlando a

inflamacdo no modelo induzido por carragenina. Também utilizando o modelo de inflamacéo
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por carragenina, Eteraf-Oskouei et al. (2017) demonstraram que a administracdo de salbutamol
reduziu o nivel de IL-1p, além de impedir o acimulo de leucdcitos e a formacéo de granuloma,
e que esse efeito foi revertido pela administracdo de propranolol (ETERAF-OSKOUEI et al.,

2017), sugerindo que esse farmaco pode apresentar alguma relacdo neuroprotetora.
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3. JUSTIFICATIVA

A DP é uma doenca neurodegenerativa progressiva caracterizada pela morte de
neurdnios dopaminérgicos na via nigroestriatal. No entanto, apesar da vulnerabilidade desses
neurodnios, as vias noradrenérgica e serotoninérgica tém sido associadas aos estagios iniciais e
a progressdo da doenga. Estudos recentes tém sugerido uma relagcdo entre o uso de farmacos
agonistas, seletivos dos receptores 32-noradrenérgicos (Rap2) com uma reducdo do risco para
0 desenvolvimento da DP, e antagonistas, ndo seletivos ao aumento do risco. Além disso, a
estimulagdo noradrenérgica via receptores 32 (RAB2) pode levar a um aumento na liberagdo da
dopamina e reducdo na expressdo do mRNA do gene SNCA, responsavel pela sintese da a-
sinucleina, proteina relacionada a morte dos neurbnios dopaminérgicos. Dessa forma,
compreender a relacdo entre uso prévio e prolongado, de farmacos B-noradrenérgicos e o risco
para 0 desenvolvimento da DP pode ajudar no desenvolvimento de potenciais drogas que
impecam a progressao da DP.

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da administracdo prévia e cronica do salbutamol sobre as alteracdes
comportamentais e neuroquimicas de um modelo animal de parkinsonismo induzido por

reserpina.
4.2. Objetivos especificos

e Avaliar o efeito da administragdo cronica do salbutamol sobre alteragdes motoras induzidas

por reserpina;

e Avaliar o efeito da administracdo crénica do salbutamol B2 sobre alteragdes cognitivas

induzidas por reserpina;

e Avaliar o efeito da administracdo cronica do salbutamol sobre altera¢cGes imunorreativas de

tirosina hidroxilase e alfa-sinucleina induzidas por reserpina.



31

5. MATERIAL E METODO
5.1. Animais

Foram utilizados 45 ratos jovens (4 meses), da espécie Rattus novergicus, linhagem
Wistar, provenientes do biotério setorial do Departamento de Fisiologia da Universidade
Federal do Sergipe (UFS). Os animais foram alojados em nUmero de quatro, em gaiolas
plasticas (33 x 40 x 17 cm), sob ventilagdo e temperatura controladas (22 + 2 °C), com ciclo
claro/escuro de 12h/12h e acesso livre a agua e comida. Os animais utilizados neste estudo
foram tratados de acordo com os principios éticos estabelecidos pela Lei Arouca e todos 0s
procedimentos experimentais foram submetidos ao Comité de Etica em Pesquisa Animal da
UFS (CEPA/UFS), e aprovados sob nimero 4200070621.

5.2. Drogas

A reserpina (RES) (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO) 0,1 mg/kg foi dissolvida em
acido acético glacial (Vetec, Rio de Janeiro, BR) 99,7% (50 uL) e diluida em &gua destilada
(50 mL). O veiculo consistiu ha mesma gquantidade de acido acético e dgua destilada usados na
solucéo de reserpina. O Salbutamol (5 mg/kg) (Sigma-Aldrich Brasil Ltda), agonista seletivo
B2-adrenérgico foi diluido em solugdo salina 0,9 mg/ml, a qual foi utilizada como solugéo
veiculo do salbutamol. Foram utilizados também, cloridrato de cetamina (Ketamina®, Agener

Unido) 100 mg/kg e Cloridrato de xilazina (Calmiun®, Agener Uni&o) 10 mg/kg.

5.3. Procedimentos gerais

Antes do inicio dos experimentos, os animais foram submetidos a cinco minutos de
manipulacdo diaria, durante cinco dias, com a finalidade de habitua-los ao toque e a presenca
do experimentador. Todos os experimentos foram realizados, preferencialmente, no mesmo
turno e horéario (12:00 — 16:00 horas).

Entre as sessOes de testes comportamentais, os aparatos comportamentais foram
limpos com uma solucdo de etanol a 10% para evitar possiveis pistas de odores deixadas por
outro animal. Os parametros comportamentais dos testes de campo aberto e alternagéo
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espontanea, foram quantificados por um programa de rastreamento de animais (Anymaze,
Stoelting, USA).

5.4. Delineamento experimental

Inicialmente os animais foram divididos, aleatoriamente, em dois grupos: (1) CTR,
controle (n = 21) e (2) SALB, salbutamol (n= 24), os quais foram tratados diariamente, durante
75 dias, com veiculo ou salbutamol (5 mg/kg), respectivamente, por via subcutanea (s.c.).

Apds os 45 dias de tratamento salbutamol ou veiculo, os animais do grupo CRT foram
divididos, aleatoriamente, em (1) grupo CTR (n = 9) e (2) grupo RES, reserpina (n = 12), e 0s
animais do grupo SALB foram divididos, aleatoriamente, em (3) grupo SALB (n = 10) e (4)
grupo RES-SALB (n = 14), totalizando quatro grupos experimentais. A partir do dia 45 (figura
4), juntamente com tratamento diério de salbutamol 5 mg/kg e veiculo (do salbutamol e da
reserpina), os animais dos grupos RES e RES-SALB foram induzidos ao parkinsonismos por
15 injecdes de reserpina 0,1 mg/kg, administrada uma a cada 48 horas, por via s.c., durante 30
dias.

Ao longo do experimento, 0s animais foram submetidos aos testes comportamentais
de (1) Catalepsia, realizada diariamente, a partir do dia zero (anterior ao inicio da administracao
de RES) até o término do experimento; (2) Avaliacdo dos movimentos orais (MO), realizado
no dia zero, 18 (efeito da nona injecdo de reserpina) e no dia 30 (efeito da ultima injecdo de
reserpina); (3) Campo aberto, realizado no dia sete (efeito da quarta injecéo de reserpina); e (4)
Alternagdo esponténea, realizado no dia 10 (efeito da quinta injecdo de reserpina). No 30 dia,
48 horas ap0s a ultima injecdo de reserpina, os animais foram anestesiados e sacrificados por
perfusdo transcardiaca para fixacdo e coleta dos encéfalos, processamento dos tecidos e

posteriormente submetidos a imuno-histoquimica (figura 4).
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Figura 4: Representacdo esquematica do delineamento experimental.
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5.5. Testes comportamentais

5.5.1. Catalepsia

O teste de catalepsia tem como objetivo avaliar o comportamento bradicinético do
animal, ou seja, a laténcia em iniciar um movimento voluntario, sintoma caracteristico da DP.
O comportamento de catalepsia foi avaliado seguindo o protocolo de (BISPO et al., 2019). O
animal foi colocado com ambas as patas dianteiras sobre uma barra horizontal, elevada 9 cm da
superficie de apoio das patas traseiras (figura 5). Foi medida a laténcia para o animal, realizar
um movimento completo, 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.

Figura 5: Aparato de Catalepsia. Animal posicionado com as patas dianteiras sobre a barra de catalepsia, elevada
a 9 cm. Fonte: Laborat6rio de neurobiologia comportamental e evolutiva - LaNCE.

5.5.2. Avaliagdo dos movimentos orais (MO)

O teste de MO ¢ utilizado para avaliar os movimentos involuntérios na regido oral de
modelos experimentais de parkinsonismo. Os MO sdo relacionados aos movimentos
involuntarios observados em pacientes da DP. Os animais foram colocados, individualmente,

em uma gaiola gradeada (40 cm x 40,5 cm x 20 cm) com espelhos posicionados sob e atras da
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gaiola, a fim de permitir que o observador visualize o animal em qualquer posicéo (figura 6).
Foi avaliado o nimero de movimentos de mastigagdo no vacuo, 0 nimero de movimentos de
protrusdo de lingua e o tempo de tremor oral realizado por cada animal, durante 10 minutos de
observacdo (LEAO et al., 2017; LINS et al., 2018).

R

Figura 6: Teste de movimentos orais. Animal posicionado na gaiola gradeada cercada de espelhos para avalia¢do
dos comportamentos de mastigacdo no véacuo, protrusdo de lingua e tremor oral. Fonte: Laboratério de
neurobiologia comportamental e evolutiva - LaNCE.

5.5.3. Teste de campo aberto

O campo aberto é um teste utilizado para avaliar o comportamento locomotor e
exploratorio dos animais, podendo ainda ser utilizado para analises de comportamento do tipo
ansiedade. O aparato do campo aberto € feito com uma caixa d ‘agua de acrilico, com dimensdes
de 80 cm de didmetro e 40 cm de altura, com o interior pintado de preto, para aumentar o
contraste e favorecer o reconhecimento do animal pelo programa de rastreamento (figura 7). Os
animais foram colocados, individualmente, no centro do aparato para livre exploragdo durante
cinco minutos (SANTOS et al, 2013). Uma camera, conectada a um computador, foi colocada
sobre 0 aparato a uma altura de 230 cm e os parametros comportamentais foram registrados por
um programa de rastreamento de animais (Anymaze, Stoelting, EUA).

Durante a livre exploragdo dos animais no aparato, foi avaliada a distancia total
percorrida, velocidade média e tempo gasto na zona central do aparato. Cada animal foi
avaliado individualmente e o aparato limpo com uma solucédo de etanol a 10% entre os testes.



36

| \.
Figura 7: Teste de campo aberto. Aparato circular com o interior de cor preta para avaliar a livre exploracdo dos
animais experimentais. Fonte: Laboratério de neurobiologia comportamental e evolutiva — LaNCE.

5.5.5. Teste de Alternacao espontanea

Esse teste tem por objetivo avaliar a memoria operacional de animais experimentais.
O teste foi realizado em um aparato em formato de labirinto em cruz, constituido por quatro
bracos fechados de 50 x 18 x 34 cm com o teto aberto e um espaco central (plataforma central
— 16 x 16 cm). O aparato é elevado a uma altura de 70 cm do solo. Cada braco foi nomeado
com as letras A, B, C e D, respectivamente (figura 8). Os animais foram colocados,
individualmente, no centro do labirinto, apontados para o lado A, para livre exploragdo, durante
cinco minutos em que, eles alternavam espontaneamente entre os quatro bragos. Durante o teste,
foi registrada manualmente, a sequéncia de entrada nos bragos (Exemplo: ABCBADC).

Para avaliagdo de desempenho, a sequéncia de entrada nos bragos foi registrada
manualmente (Exemplo: ABCBADC). Consideramos como numero de sequéncias corretas,
quando o animal, em uma sequéncia de quatro tentativas de entradas nos bragos, ndo retornou
a nenhum brago anteriormente visitado, demonstrando que ele recorda que ja visitou aquele

espaco, de acordo com o protocolo de CAMPELO, 2013.
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B

Figura 8: llustracdo representativa do aparato do labirinto em cruz elevado para realizagdo do teste de
alternacao esponténea.

5.6. Avaliacdo da massa corporal

Para 0 acompanhar a variacdo da massa corporal dos animais ao longo do experimento,
a massa dos animais foi aferida a cada 4 dias. Foi utilizado uma balanca portatil com cuba,
onde os animais foram colocados, individualmente, e registrado a massa corporal em gramas
(9). Para calcular a de variacdo da massa corporal, utilizamos a equagdo M = [(Mi/ Mf) X 100)

—100], sendo M a variacédo do peso, Mf o peso final e Mi o peso inicial.

5.7. Perfuséo e processamento do encéfalo

Apo6s o periodo de realizacdo dos testes comportamentais, os animais foram
anestesiados com de cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de Xxilazina (10 mg/kg)
intraperitoneal. Com o animal completamente anestesiado e imobilizado, foi realizado um
acesso, seccionando a pele e partes moles, a cavidade toracica. Apds a exposicao da cavidade
abdominal, foi feita uma incisdo no diafragma para exposicado do coracéo.

Os animais foram perfundidos intracardiamente com tampéo fosfato de sodio (TFS;
pH 7,4) para a lavagem dos vasos, por 10 minutos e, posteriormente, com paraformaldeido 4%
(PFA) em tampdo fosfato (TF; pH 7,4; 100 mM), por 20 minutos, para fixacao do tecido. Apos
a perfusdo, os cérebros foram removidos e mergulhados em uma solucgdo fixadora de sacarose
30% a 4°C.

Apos a perfusdo dos animais, as carcacas foram depositadas em sacos plasticos
apropriados e armazenadas no freezer de coleta de material biolégico situado no biotério do

Departamento de Fisiologia da UFS para posterior recolhimento durante a coleta de lixo
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especializada. Os residuos perfurocortantes foram armazenados em caixas adequadas e levados
até o hospital universitario para descarte junto ao material do hospital.

Os encéfalos foram levados a um criostato de deslizamento (Leica, EUA) sendo
congelados & -20°C para obtengdo de secg¢des coronais de 50 um, que foram distribuidas
sequencialmente em 4 compartimentos, em um meio liquido contendo solucéo anticongelante.
Cada um desses compartimentos corresponde a 1 de 4 secc¢des, de maneira que a distancia entre
uma secg¢ao e a seguinte seja de aproximadamente 250 um. Estes cortes foram armazenados em
uma solugdo anticongelante a base de etilenoglicol e TF e posteriormente conservados a 4°C

até as reacOes de imuno-histoguimica.

5.8. Analise histologica do tecido

5.8.1. Imuno-histoquimica

Apds a fase de processamento dos encéfalos dos animais, as sec¢des dos tecidos foram
submetidas a técnica de imuno-histoquimica a temperatura ambiente (22-25°C). Os tecidos
foram submetidos a lavagem em TF 0,1 M (4 vezes de 5 minutos, sob agitacdo automatica), e
em seguida pré-tratadas com peroxido de hidrogénio (H202) 0,3% e TF por 20 minutos, para
inativacdo da peroxidase enddgena.

Em seguida, os tecidos foram lavados em leite desnatado 5% e TF durante 15 minutos,
para evitar ligagdes inespecificas do anticorpo primario, e ao retira-los do leite foram lavados
em TF por 5 minutos, em seguida encubados em anticorpos primarios, todos produzidos em
coelho, policlonais, anti-a-syn (cat # sc-7011-R, Santa Cruz Inc., Santa Cruz, CA, EUA,
1:1000) anti-TH (#AB152 Millipore/Sigma, EUA, 1:3000), diluidos em TF contendo Triton-X
100 a 52 0,4% (ICN Biomedicals), e soro normal de cabra (Sigma Chemical Company) a 2%
durante 24 horas (22 °C).

Por fim, os tecidos foram encubados em anticorpo secundario biotinilado anti-coelho
(sc2004 Santa Cruz Biotechnology, EUA, 1:1000), diluido em TF contendo TritonX 100 a
0,4%, por 2 horas. Apos o anticorpo secundario, os tecidos foram lavados em TF e encubacao,
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
cromégeno, diaminobenzidina (DAB) (Sigma, St Louis, MO, EUA), a 2,5% diluida em TF (0,1
M/pH 7,4) e 0,01% de H.0..
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5.8.2. Aquisigéo de imagens

Apds a imuno-histoquimica as sec¢@es foram montadas em laminas previamente
gelatinizadas, e em seguida intensificadas em solucdo de tetroxido de 6smio 0,006% e
desidratadas através da exposicdo a concentracfes crescentes de alcoois, clareadas com xilol e
as laminulas fixadas com Entellan (Merck). As secc¢Bes foram examinadas por iluminacéo 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 estdo
acoplados ao microscopio; as areas serdo localizadas com auxilio do atlas Paxinos e Watson
(PAXINOS; WATSON, 2007).

5.8.3. Contagem de células

Para cada animal, foram feitas imagens dos cortes em aumento de 100x (objetiva de
10x), nas quais foram observadas a presenca ou auséncia de células imunorreativas nos tecidos.
A contagem das células foi realizada em quatro sec¢des de cada animal (6 animais por grupo)
e 0 numero de células para cada animal corresponde a média entre as quatro seccdes analisadas.
Dessa forma, foi quantificado o nimero células imunorreativas a TH+ na SNpc e na érea
tegumentar ventral (VTA), utilizando o software Image J (versdo 1.6.0, NIH) e a delimitacéo
da &rea foi realizada com base no atlas de Paxinos e Watson (2007). A contagem foi realizada
de forma “cega”, de modo que o experimentador ndo sabia a que grupo pertencia cada imagem
a ser contada. Os valores para cada animal foram normalizados pela média dos valores obtidos

nos animais pertencentes ao grupo controle.

5.8.4. Avaliacdo da densitometria Optica absoluta (DOR)

Para as areas de projecdes e ndo corpo celular, como a substancia negra reticulada
(SNr), o estriado dorsal e o cortex pré-frontal medial (CPFm), foi realizada uma analise da
DOR. As imagens foram obtidas em um mesmo momento, submetidas a uma mesma
intensidade de luz, sem passar por qualquer modificagéo de brilho e contraste, uma vez que 0s

valores em pixels encontrados em cada imagem correspondem a uma intensidade maior ou
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menor de marcacdo de determinada substancia no tecido analisado. Cada animal foi
representado por quatro imagens consecutivas para cada area, SNr, estriado dorsal e CPFm, as
quais foram analisadas utilizando o software Image J (verséo 1.6.0, NIH). Na mesma imagem
também foi selecionado um campo de igual tamanho em uma area controle, com pouca ou quase
nenhuma marcacdo no tecido. O nimero médio de pixels calculados nos campos de interesse
foi subtraido do nimero de pixels da area controle no mesmo tecido. Assim como na contagem
de células, os valores para cada animal passaram por normalizacdo pela média dos valores

obtidos nos animais pertencentes ao grupo controle.

5.9. Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, 0s quais
apresentaram distribuicdo normal para todas as variaveis, entdo foram aplicados testes
paramétricos apropriados. Os dados comportamentais do teste de catalepsia, movimentos orais
e a variacdo da massa corporal foram submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) de duas
vias com medidas repetidas, seguida pelo pos-teste de Fisher’s LSD. Os dados dos testes de
exploracdo de campo aberto, alternacdo espontanea, contagem de células e a DOR foram
submetidos 8 ANOVA de uma via, seguida pelo pds-teste de Fisher’s LSD. Os dados foram
expressos em média + erro padrdo da média (£ E.P.M.) e foram considerados estatisticamente
significativos quando p < 0,05. Todas as analises foram realizadas através do software Graph
Pad Prism versdo 8.0 (Graph Pad Prism Software Inc., San Diego, CA, EUA).
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6. RESULTADOS

6.1. Teste de catalepsia

A ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou efeito de tempo [F (15, 225)
= 30.92; p<0,0001], tratamento [F (3, 45) = 19.70; p<0,0001] e interagdo tempo x tratamento
[F (45, 479) = 12.04; p<0,0001]. O pés-teste de Fisher’s LSD mostrou um aumento significativo
na laténcia do grupo RES, comparado aos grupos CTR, do dia 12 ao 30 (1%16:18.20,2224.26.28
%0p<0,0001, ¥*p = 0,0053) e RES-SALB, do dia 16 ao 30, (*°p = 0,0023, 18:20.22.24.28230,<0 0001).
Além disso, revelou que o grupo RES-SALB apresentou um aumento significativo na laténcia
para iniciar o movimento, comparado aos grupos SALB, do dia 14 ao 30 (**p=0,0465,
%p=0,0018,8p=0,0024, 2°?2p<0,0001, %%p=0,0012, *®p=0,0021 e *p=0,0005) e CTR, do dia
16 ao 30 (*p=0,0108, #p=0,0050, *?2p<0,0001, 2*p=0,0031, *p=0,0009, *®p=0,0036 e
30p=0,0013) (figura 9).
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Figura 9: Efeito da administracao cronica de salbutamol (5 mg/kg) sobre o comportamento de catalepsia do
modelo experimental de parkinsonismo induzido por reserpina (0,1 mg/kg). O grupo RES apresentou uma
maior laténcia para iniciar o movimento comparado ao grupo CTR, do dia 12 ao 30, e ao grupo RES-SALB, do
dia 16 a 30. O grupo RES-SALB apresentou uma maior laténcia para iniciar o movimento comparado ao do grupo
SALB, do dia 14 ao 30, e ao grupo CTR, do dia 16 ao 30. Os valores foram expressos como média = E. P. M. *p
< 0,05 comparado ao grupo CTR; #p < 0,05 comparando os grupos RES x RES-SALB; &p<0,05 comparando 0s
grupos SALB x RES-SALB. (ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo pés-teste de Fisher’s
LSD). CTR = controle; RES = reserpina; SALB = salbutamol; RES-SALB = reserpina-salbutamol.
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6.2. Avaliagido dos movimentos orais

O teste de MO foi realizado nos dias zero (antes da primeira injecdo de reserpina), 18
(apos a 9 injecdes de reserpina) e 30 (48 horas apos a Ultima injecdo de reserpina).

Para a mastigacdo no vacuo, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou
efeito de tempo [F (2, 30) = 16,24; p<0,0001], efeito de tratamento [F (3, 45) = 5,820; p =
0,0019] e interacdo tempo x tratamento [F (6,59) = 2,808; p = 0,0180]. O pos-teste de Fisher’s
LSD mostrou um aumento, significativo, no nimero de mastigacdes no vacuo nos grupos RES
e RES-SALB, quando comparados aos CTR (*3p=0,0008 e *p=0,0005) e SALB (*¥p=0,0127 e
30p=0,0216), respectivamente, nos dias 18 e 30 (figura 10 A). A comparago entre 0s grupos
RES e RES-SALB nao foi significativa.

Para o numero de protrus@es de lingua, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas
mostrou efeito de tempo [F (2, 30) = 14,24; p<0,0001], tratamento [F (3, 45) = 9,237; p<0,0001]
e interagcdo tempo X tratamento [F (6, 65) = 3,901; p = 0,0022]. O poés-teste de Fisher’s LSD
revelou um aumento, significativo, no nimero de protrusdes de lingua nos grupos RES e RES-
SALB, quando comparados aos CTR (*¥p=0,0044 e 3°p=0,0005) e SALB (‘®p=0,0002 e
30p<0,0001), respectivamente, nos dias 18 e 30 (figura 10 B). N&o foram encontradas diferencas
significativas, quando comparados os grupos RES e RES-SALB.

Para o tremor oral, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou efeito de
tempo [F (2, 30) = 4,937; p = 0,0140], tratamento [F (3, 45) = 7,579; p = 0,0003] e interacdo
tempo x tratamento [F (6, 60) = 4,378; p = 0,0010]. O poés-teste de Fisher’s LSD revelou um
aumento, significativo, no tremor oral nos grupos RES e RES-SALB, quando comparados aos
CTR (*¥p<0,0001 e *p=0,0066) e SALB (*¥p=0,0210 e *°p<0,0001), respectivamente, nos dias
18 e 30 (figura 10 C). Assim como na analise de mastigacdes no vacuo e protrusdes de lingua,
ndo foram encontradas diferengas significativas na comparacgdo entre os grupos RES e RES-
SALB.
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Figura 10: Efeito da administracdo cronica de salbutamol (5 mg/kg) sobre o comportamento de movimentos
orais do modelo experimental de parkinsonismo induzido por reserpina (0,1 mg/kg). Os grupos RES e RES-
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SALB apresentaram um aumento significativo de (A) mastigacdo no vacuo, (B) protrusdo de lingua e (C) tremor
oral, nos dias 18 e 30, comparados aos grupos CTR e SALB, respectivamente. Os valores foram expressos como
média = E. P. M. *p < 0,05 comparado ao grupo CTR; #p < 0,05 comparando os grupos RES x RES-SALB;
&p<0,05 comparando os grupos SALB x RES-SALB. (ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo
pos-teste de Fisher’s LSD). CTR = controle; RES = reserpina; SALB = salbutamol; RES-SALB = reserpina-
salbutamol.

6.3. Teste de campo aberto

O teste de campo aberto foi realizado ap6s a quarta injecdo de reserpina e foram
quantificados os parametros de distancia percorrida, velocidade média e o tempo de
permanéncia no centro.

A ANOVA de uma via ndo mostrou efeito do tratamento na distancia percorrida [F (3,
25) = 0,632; p = 0,6007) (figura 11 A) e na velocidade média [F (3, 24) = 1,945; p = 0,1493)
(figura 11 B). Para o tempo de permanéncia no centro, a ANOVA de uma via mostrou efeito
do tratamento [F (3, 25) =5,686; p=0,0041]. J& 0 pOs-teste de Fisher’s LSD, revelou um aumento
significativo no tempo de permanéncia no centro RES-SALB comparado aos grupos CTR (p =
0,0017), RES (p = 0,0019) e SALB (p =0,0296) (figura 11 C).
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Figura 11 : Efeito da administracdo crdnica de salbutamol (5 mg/kg) sobre o comportamento exploratdri.
do modelo experimental de parkinsonismo induzido por reserpina (0,1 mg/kg). N&o houve difereng
significativa entre os grupos avaliados na (A) distancia percorrida e na (B) velocidade média. (C) O grupo RES
SALB apresentou um aumento, significativo, no tempo de permanéncia do centro comparado aos grupos SALE
RES e CTR. Os valores foram expressos como média £ E. P. M. *p < 0,05 quando comparado RES-SALB x SALE
RES e CTR. (ANOVA de uma via, seguida pelo pds-teste de Fisher’s LSD). CTR = controle; RES = reserpinz
SALB = salbutamol; RES-SALB = reserpina-salbutamol.
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6.4. Alternacéo esponténea

O teste de alternacdo espontanea foi realizado no dia 10, ap6s a quinta injecdo de
reserpina. A ANOVA de uma via mostrou efeito do tratamento [F (3, 479), p = 0,0308]. O p6s-
teste de Fisher’s LSD revelou uma reducao significativa no nimero de acertos de alternagdes
corretas dos grupos RES e RES-SALB comparado ao grupo CTR (p = 0,0062 e p =0, 0121,
respectivamente), ndo foram encontradas diferengas significativas na comparagdo entre os
grupos CTR e SALB (p = 0,1058) (figura 12).
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Figura 12: Efeito da administracdo cronica de salbutamol (5 mg/kg) no teste de alternagdes espontaneas, no
modelo de parkinsonismo induzido por reserpina (0,1 mg/kg). Os grupos RES e RES-SALB, apresentaram
reducdo significativa no nimero de alternagdes corretas, comparados ao grupo CTR. Os valores foram expressos
como média £ E. P. M. *p < 0,05 quando comparado RES e RES-SALB x CTR. (ANOVA de uma via, seguidas
pelo pos-teste de Fisher’s LSD). CTR = controle; RES = reserpina; SALB = salbutamol; RES-SALB = reserpina-
salbutamol.

6.5. Variacdo da massa corporal

A variacdo da massa corporal foi analisada antes e depois da indu¢do do modelo da
reserpina. Na fase inicial do tratamento, antes do comeco da administracdo de reserpina, a
ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou efeito de tempo [F (11, 583) = 106,6;
p<0,0001], tratamento [F (1,53) = 13,58; p = 0,0005] e interacdo tempo x tratamento [F (11,583)
= 6,430; p<0,0001]. O pos-teste de Fisher’s LSD revelou um aumento significativo da massa

corporal do grupo SALB comparado aos grupos CTR, da 4? a Gltima pesagem a Ultima pesagem
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anterior a reserpina (do dia 11 ao dia 43) (*p = 0,0017, ¥ 19:27.31e355<0 0001, %p = 0,0003 e
39e43 5 = 0,0002) (figura 13 A).

A partir do dia 45, inicio da indu¢do ao modelo de parkinsonismo, a ANOVA de duas
vias com medidas repetidas mostrou efeito de tempo [F (8,402) = 9,699; p<0,0001], tratamento
[F(3,51) = 27,71; p<0,0001] e interacdo tempo x tratamento [F(24,402) = 9,524; p<0,0001]. O
pos-teste de Fisher’s LSD mostrou uma redugao significativa da massa corporal no grupo RES
quando comparado ao CTR, a partir do dia 59, efeito da oitava injecdo de reserpina (*°p =
0,0188, ®3p = 0,0015, ¢ ™ ¢ ®p<0,0001), e no grupo RES-SALB quando comparado ao grupo
CTR, a partir do dia 51, efeito da terceira injecio de reserpina (>'p = 0,0240 g > 5% 63.67. 71 ¢
5p<0,0001) e ao grupo SALB (*'p = 0,0097 e 5% %9 63.67. 71 e 55«0 0001). Além disso, 0 pos-
teste de Fisher’s LSD revelou uma redugdo significativa da massa corporal do grupo RES-
SALB quando comparado ao grupo RES, a partir do dia 55, efeito da sexta inje¢céo de reserpina
(°°¢%9p<0,0001, %3p = 0,0003, ¢’p = 0,0015, "*p = 0,0004 e °p = 0,0005) (Figura 13 B).
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Figura 13: Efeito da administracdo crénica de salbutamol (5 mg/kg) sobre a massa corporal no modelo de
parkinsonismo induzido por reserpina (0,1 mg/kg). (A) O grupo SALB apresentou um aumento significativo
da massa corporal comparado aos grupos CTR do dia 11 ao 43. (B) O grupo RES apresentou uma reducdo
significativa da massa corporal comparado ao grupo CTR, do dia 59 ao 75, enquanto o grupo RES-SALB
apresentou uma reducao significativa da massa corporal comparado aos grupos CTR e SALB, do dia 51 ao 75, e
comparado ao grupo RES, do dia 55 ao 75. Os valores foram expressos como média + E. P. M. "p<0,05 quando
comparados ao CTR; #p<0,05 comparado os grupos RES x RES-SALB; %p<0,05 comparado os grupos SALB x
RES-SALB. (ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguidas pelo pés-teste de Fisher’s LSD). CTR =
controle; RES = reserpina; SALB = salbutamol; RES-SALB = reserpina-salbutamol.
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6.6. Imuno-histoquimica para Tirosina Hidroxilase (TH")

A ANOVA de uma via mostrou diferenca significativa para o nimero de células TH*
na SNpc [F (3,20) = 4,154; p=0,0193] e [F (3,11) = 7,069; p=0,0065] na VTA, entre 0s grupos
experimentais. O pos-teste de Fisher’s LSD, revelou uma redugéo significativa no nimero de
células TH™ na SNpc e VTA no grupo RES quando comparado ao grupo CTR (p = 0,0027 e p
= 0,0008, respectivamente) e ao grupo RES-SALB (p = 0,0443 e p = 0,0151, respectivamente)
(figuras 14 A e B).

A ANOVA de uma via mostrou diferenga significativa na DOR para TH* no estriado
dorsal [F (3,14) = 5,383; p = 0,0113]. O pos-teste de Fisher’s LSD mostrou uma reducao
significativa na DOR para TH* no grupo RES quando comparado ao grupo CTR (p = 0,0240)
e ao grupo RES-SALB (p = 0,0015) (figura 14 C).
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Figura 14: Efeito da administragdo cronica de salbutamol (5 mg/kg) sobre o nimero de células TH*, na
substancia negra parte compacta (SNpc) e area tegumentar ventral, e DOR no estriado dorsal no modelo
de parkinsonismo induzido por reserpina (0,1 mg/kg). (A e B) O grupo RES apresentou uma reducéo
significativa no nimero de células TH* na SNpc e VTA comparado aos grupos CTR e RES-SALB. (C) O grupo
RES apresentou uma redugéo significativa na DOR para TH* no estriado comparado aos grupos CTR e RES-
SALB. Os valores foram expressos como média £ E. P. M., e normalizados pela média geral do grupo CTR.
“p<0,05 quando comparado CTR x RES e #p<0,05 quando comparados 0s grupos RES x RES-SALB. (ANOVA
de uma via seguidas pelo pds-teste de Fisher’s LSD). CTR = controle; RES = reserpina; SALB = salbutamol; RES-
SALB = reserpina-salbutamol.
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Estriado

Figura 15: Imuno-histoquimica para tirosina hidroxilase (TH). Imagem representativa da marcacgéo para TH
na substancia negra parte compacta (SNpc), area tegumentar ventral (VTA) e estriado dorsal. CTR = controle;
RES = reserpina; SALB = salbutamol; RES-SALB = reserpina salbutamol. Barra de escala: 200 pum.

6.7. Imuno-histoquimica para a-sinucleina (a-sin*)

A ANOVA de uma via mostrou diferenca significativa para a DOR para a-sin* na SNr
[F (3,14) = 3,451; p = 0,0459], estriado dorsal [F (3,13) = 33,20; p<0,0001] e CPFm [F (3,12)
= 5,252; p = 0,0152] entre os grupos experimentais. O pos-teste de Fisher’s LSD, revelou um
aumento significativo da DOR para a-sin® nos grupos RES e RES-SALB quando comparados
ao grupo CTR na SNr (p = 0,0433 e p = 0,0100, respectivamente) (figura 16 A), estriado dorsal
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(p<0,0001) (figura 16 B) e CPFm (p=0,0023 e p=0,0182, respectivamente) (figura 16 C). Além
disso, 0 pos-teste de Fisher’s LSD revelou um aumento significativo da DOR para a-sin* no
estriado dorsal do grupo RES-SALB comparado ao grupo SALB (p<0,0001) (figura 16 B).
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Figura 16: Efeito da administracdo cronica de salbutamol (5 mg/kg) sobre DOR para a-sin* na substancia
negra parte reticulada (SNr), estriado dorsal e cortex pré-frontal medial (CPFm) no modelo de
parkinsonismo induzido por reserpina (0,1 mg/kg). Os grupos RES e RES-SALB apresentaram um aumento
significativo na DOR para a-sin* comparado ao grupo CTR, nas areas (A) SNr, (B) estriado dorsal e (C) CPFm,
onde também foi observado um aumento significativo da DOR do grupo RES-SALB comparado ao grupo SALB.
Os valores foram expressos como média + E. P. M., e normalizados pela média geral do grupo CTR. “p<0,05
quando comparado CTR x RES e %p<0,05 quando comparados os grupos SALB x RES-SALB. (ANOVA de uma
via seguidas pelo pos-teste de Fisher’s LSD). CTR = controle; RES = reserpina; SALB = salbutamol; RES-SALB
= reserpina-salbutamol.
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Estriado CPFm

Figura 17: Imuno-histoquimica para e-sinucleina (a-sin). Imagem representativa da marcacao para a-sin na
substancia negra reticulada (SNr), no estriado dorsal e no cortex pré-frontal medial (CPFm). CTR = controle; RES
= reserpina; SALB = salbutamol; RES-SALB = reserpina salbutamol. Barra de escala: 200 pum.
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7. DISCUSSAO

No presente estudo, investigamos o efeito da administracdo cronica do salbutamol (5
mg/kg), agonista seletivo 2 noradrenérgico, no modelo de parkinsonismo induzido por baixas
doses de reserpina (0,1 mg/kg). Os resultados demonstram que a administracdo cronica de
salbutamol reduziu o déficit motor na catalepsia e provocou um efeito ansiolitico no campo
aberto, porém ndo preveniu o déficit motor e cognitivo na avaliagdo de movimentos orais e
alternacdo espontanea, respectivamente. Além disso, aumentou a perda de massa induzida pela
reserpina. Também observamos que o salbutamol foi preventivo na reducdo da marcacéo para
TH na SNpc, no estriado dorsal e na VTA, induzida por reserpina. Embora, a administracéo
cronica do salbutamol ndo preveniu o aumento da marcagdo para a-sin na SNr, estriado dorsal
e no CPFm induzida por reserpina.

Estudos tém mostrado que pacientes com comorbidades respiratorias tratados
cronicamente com farmacos agonistas dos RAB2 podem apresentar um menor risco de
desenvolver a DP (DE GERMAY et al., 2020; HOPFNER et al., 2020; MAGISTRELLI;
COMI, 2020; CHEN et al., 2021; SAENGPHATRACHAI et al., 2021). No entanto ainda séo
ainda ndo é clara a relagdo entre a estimulacdo desses receptores e 0S mecanismos
neuroprotetores associados a doenca. Dessa forma, utilizamos o modelo progressivo de
parkinsonismo induzido por baixas doses reserpina, associado ao tratamento cronico de
salbutamol, para tentar mimetizar o que acontece na clinica e avaliar o efeito desse farmaco na
progressao do parkinsonismo, uma vez que esse modelo é amplamente utilizado para induzir
sintomas motores, como comportamento cataléptico, discinesias orais e reducdo na atividade
locomotora (FERNANDES et al., 2012; SANTOS et al., 2013; LINS etal., 2018; LIMA et al.,
2021; CUNHA et al., 2022), bem como sintomas ndo motores, como comportamento tipo
ansioso e deficits cognitivos, que séo caracteristicos da doenca (SANTOS et al., 2013; PERES
etal., 2016; LEAL et al., 2016; LEAL et al., 2019b).

Avaliamos o comportamento motor dos animais e 0s aspectos cognitivos, relacionados
aos sintomas caracteristicos da doenga. O dano motor foi avaliado pelos testes de catalepsia,
movimentos orais e campo abeto. O teste de catalepsia é considerado uma ferramenta Gtil para
investigar a progressdao do parkinsonismo e tem como objetivo avaliar a laténcia para a
realizagdo do primeiro movimento, mimetizando o comportamento de bradicinesia observado
em pacientes da DP (ALI; MORRIS, 2014; OPARA, etal., 2017; REICH; SAVITT, 2018). Os
sintomas motores estdo associados a deplecdo dopaminérgica nas vias direta e indireta dos

nucleos da base. Em condicGes fisiologicas, as vias interagem inibindo o GPi e SNr, deixando
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o talamo livre para emitir suas projecdes ao cortex e produzir o movimento (OBESO et al.,
2008). Ja os sintomas ndo motores parecem estar associados a disfuncdo das vias
noradrenérgicas e serotoninérgicas (RODRIGUEZ-VIOLANTE et al., 2017; REICHMANN et
al., 2017; BUTKOVICH et al., 2018; LEAL et al., 2019a).

Nossos resultados mostram que a administracdo repetida de reserpina aumentou
progressivamente o tempo de catalepsia do grupo RES, corroborando estudos anteriores que
utilizaram o modelo progressivo de parkinsonismo induzido por reserpina (0,1 mg/kg)
(SANTOS etal., 2013; BISPO et al., 2019; GOIS, 2020, LIMA et al., 2021; MELO et al., 2022;
BISPO et al., 2022). No entanto, o tratamento crénico com salbutamol retardou o inicio do
déficit motor e reduziu o tempo de catalepsia induzido pela reserpina no grupo RES-SALB,
corroborando estudos que mostram que a estimulacdo da via noradrenérgica através dos
receptores 32 atenua o dano motor associado ao parkinsonismo (O’NIELL, et al., 2019; GOIS,
2020) (figura 9).

A estimulacdo dos RAB2 vem sendo relacionada a atenuagdo dos danos motores e
neuroquimicos, associados a DP, através da regulacdo do gene SNCA, da proteina a-sin e do
fendtipo neuroinflamatorio (MITTAL et al., 2017; O’NEILL; HARKIN 2018; RYAN et al.,
2013), sugerindo os agonistas desses receptores podem ser (teis contra mecanismos
neurodegenerativos que estejam envolvidos com a progressédo da doenca.

Os movimentos orais sdo distrbios motores caracterizados por movimentos
involuntarios na regido oral do rato, carateristico do modelo progressivo de parkinsonismo
induzido por reserpina (SILVA et al., 2002; ABILIO, et al., 2004; PEIXOTO et al., 2004;
FERNADES et al., 2012; CUNHA et al., 2016; LINS et al., 2018; GOIS, 2020;), os quais séo
relacionados ao tremor em repouso e discinesias orais observados em pacientes da DP, devido
a disfuncdo nos circuitos dos ndcleos da base (DASHTIPOUR, et al., 2018).

Neste estudo, avaliamos os trés parametros correspondentes aos movimentos orais,
mastigacdo no vacuo, protrusdo de lingua e tremor oral, em trés momentos distintos ao longo
da indugédo ao parkinsonismo induzido por reserpina (antes da 1% e apds a 92 e 152 injecéo de
reserpina). NOs observamos que a administracdo repetida de reserpina provocou um aumento
dos trés paramentos de movimentos orais, como ja mostrado em outros estudos (ABILIO, et
al., 2004; PEIXOTO et al., 2004; FERNADES et al., 2012; CUNHA et al., 2016; LINS et al.;
2018; GOIS, 2020; LIMA etal., 2021). Em contraste, o tratamento cronico com salbutamol ndo
preveniu o0 aumento dos movimentos orais induzido por reserpina no grupo RES-SALB (figura
10 A, B e C). Nossos resultados corroboram o estudo de Gois (2020), que mostra que 0

tratamento com salbutamol apds o inicio do dano motor ndo previne contra a progressao do
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déficit motor associado aos movimentos orais. A discinesia oral induzida pela reserpina esta
associada a disfuncdo GABAZérgica nos nucleos da base (PEIXOTO et al., 2004). De tal modo,
que a ineficacia do pré-tratamento com salbutamol para 0os movimentos orais, pode estar
relacionada a uma menor densidade ou auséncia dos RAB2 nos neurdnios GABAérgicos dos
nucleos da base, uma vez que sdo ausentes projecdes do LC para o corpo do estriado e globo
palido (SCHAWRTZ; LUO, 2015).

O resultado do MO, foi diferente do que vimos na catalepsia em que o pré-tratamento
com o salbutamol foi preventivo para o comportamento cataléptico do animal, demonstrando
que os comportamentos tem relacdo com vias de controle motor distintas. A catalepsia tem
relagdo com o sintoma de bradicinesia, caracterizado pela dificuldade e lentiddo em iniciar o
movimento, associado ao déficit na via direta que atua induzido o movimento voluntario (ALI;
MORRIS, 2014; OPARA, et al., 2017; REICH; SAVITT, 2018). Ja as discinesias e o tremor
de repouso, que avaliamos no teste de MO, tem relagdo com a via indireta, responsavel por frear
0 movimento involuntario (OBESO et al., 2008).

Também avaliamos a atividade exploratoria e locomotora dos animais no campo
aberto, teste que avalia tanto aspectos motores quanto ndo motores, como o comportamento
tipo ansioso, 0s quais estdo associados ao parkinsonismo (CHAUDHURI et al., 2006; ALL;
MORRIS, 2014; TAGUCHI et al.,, 2020). O comportamento tipo ansioso € avaliado,
considerando o tempo que o animal passa no centro do aparato, levando em conta que o animal
tende a preferir a periferia ao centro do aparato (comportamento chamado de tigmotaxis),
aspecto verificado em arenas quadradas ou circulares (KUNIISHI et al., 2017; LEAL et al.,
2019a), em que mesmo na auséncia de cantos o animal tende a se locomover proximo a parede
do aparato. Assim, aumento da exploracdo do centro do aparato sdo indicativos de menos
comportamento do tipo ansioso (KULESSKAYA; VOIKAR, 2014; KUNIISHI et al., 2017,
LEAL etal., 2019a).

No presente estudo, ndo observamos alteracdo na atividade exploratéria e locomotora
(distancia percorrida e velocidade média) entre os grupos avaliados, apos a 42 injecdo de
reserpina, assim como relatado por Lima et al., (2021), Leal et. al., (2019a) e Santos et al.,
(2013) (figura 11 A e B). Para o tempo total de permanéncia no centro (figura 11 C),
observamos que houve um aumento de tempo de permanéncia na area central do aparato do
grupo RES-SALB em contraste com o grupo RES, que tende a diminuir o tempo no centro do
aparato (SANTOS et al., 2013; LEAO etal., 2015; LEAL et al., 2019a). No entanto, 0 aumento
de tempo no centro do aparato observado no grupo RES-SALB corrobora os resultados de Gois

(2020), sugerindo que o salbutamol associado a reserpina possa ter provocado efeito ansiolitico
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ou provocado depressdo dos sistemas periféricos, ja que sdo droga com efeito broncodilatador
(STARKEY et al.,, 2013; SOTTAS et al.,, 2016; RITCHIE et al.,, 2018) e hipotensivo
(SHAMON; PEREZ, 2016; SIDDIQUI et al., 2020), respectivamente. Além disso, um estudo
realizado para avaliar a interacdo entre morfina (6 mg/kg via intraperitoneal) e salbutamol (4
pg/rato na amigdala basolateral) no labirinto em cruz elevado observou uma reducdo no
comportamento do tipo ansioso (VALIZADEGAN et al., 2013), sugerindo que o tratamento
cronico com salbutamol pode ter provocado um efeito ansiolitico.

Além de aspectos emocionais, também avaliamos o efeito da administracéo cronica do
salbutamol no prejuizo cognitivo induzido por reserpina atraves do teste de alternacéo
espontanea, o qual avalia a memdria operacional dos animais (CAMPELO, 2013). Nossos
resultados mostram que o tratamento cronico com salbutamol ndo preveniu o prejuizo na
memoria operacional induzido por reserpina (figura 12). Na literatura, ja é claro que o modelo
que parkinsonismo induzido por reserpina apresenta déficits cognitivos em diversos testes de
memoria (LEAL et al., 2019a; PERES et al., 2016; PEREIRA et al., 2020) e mesmo apds a
suspensdo da administracao da reserpina (SANTOS et al., 2013).

Além disso, estudos mostram que o salbutamol sozinho ndo tem efeito em memarias
emocionais, no entanto quando associado ao etanol melhora a recuperacdo da memoria
(ZARRINDAST et al., 2013), bem como na memoria de discriminacéo de sons apds infuséo de
agonistas dos RAB2 (SCHICKNICK et al., 2019). Mas por outro lado, estudos tém mostrado
que a modulacdo noradrenérgica via estimulo dos Rap tem influéncia na formacéo de LTPs e
na memoria de longa prazo (GAO et al., 2016; UL HAQ et al., 2016; NGUYEN; CONNOR,
2019), bem como um aumento na neurogénese hipocampal e respostas cognitivas apos a
administracdo de clenbuterol (2 mg/kg), demonstrando uma melhora na memoria dos animais
submetidos ao teste de labirinto aquatico de Morris, além de um aumento de espinhas
dendriticas e de proteinas sinapticas (CHAI et al., 2016).

Receptores B1, B2 e B3 sdo expressos no hipocampo e participam do processo de
consolidacdo de memorias episodicas, 0s Rapl sdo mais expressos em neurdnios e terminais
sinapticos, enquanto que os Raf2 séo expressos também em astrocitos e microglia, sua ativacao
via noradrenalina ativa o metabolismo astrocitario facilitando a formacéo das LTPs, além disso,
participam da formacdo de memdrias relacionadas a situacfes de estresse pela relacdo de
dependéncia dessas memorias com a ativacdo da amigdala (GAO et al., 2016). Todavia, sao
necessarios mais estudos para entender a relagdo entre os agonistas dos RAB2 e os diferentes
tipos de memdrias, como a memoria operacional, avaliada neste estudo pelo teste de alternacdes

espontaneas.
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Também avaliamos variacdo da massa corporal dos animais ao longo de todo o
experimento. A perda de massa corporal € uma caracteristica do modelo progressivo de
parkinsonismo induzido por reserpina (GOIS, 2020; BISPO, et al., 2022; MELO et al., 2022),
bem como dos pacientes da DP (LOREFALT et al., 2009; CERSOSIMO et al., 2018; DE RUI
et al., 2020).

Nossos resultados mostram que o tratamento prévio com salbutamol provocou um
aumento significativo da massa corporal dos animais do grupo SALB, mas apds o inicio da
inducdo ao parkinsonismo por reserpina, o salbutamol acentuou a perda de massa no grupo
RES-SALB (figura 13 A e B). A literatura demonstra que os agonistas 32 efeito anabodlico
(EMERY et al., 1984; UC et al., 2003; CANFORA et al., 2022) e pode aumentar ganho de
massa muscular (HEMMINGS et al., 2015; LIU et al., 2015; SCHOLPA et al., 2019),
sugerindo que o aumento da massa corporal no grupo SALB esteja relacionado ao efeito
anabolico do farmaco. Por outro lado, a grande reducao na perda de massa do grupo RES-SALB
pode estar relacionada a uma possivel interacdo entre essas drogas que potencializem a perda
de massa, e a progressdo do dano motor provocado pela reserpina (SANTOS et al., 2013;
PERES et al., 2016; LEAL et al., 2016; PEREIRA et al., 2020; DE FREITAS et al., 2016).

Em pacientes da DP, a perda de massa corporal pode estar relacionada as disfuncoes
gastrointestinais, como a disfagia e as gastroperases gque dificultam a absorcdo dos nutrientes,
além da perda de habilidades funcionais, e ao aumento do gasto energético causados pelo tremor
de repouso e a rigidez muscular (MA et al., 2018; YONG et al., 2020). Dessa forma, sao
necessarios mais estudos para compreender 0s processos envolvidos na perda de massa corporal
induzida pela interacéo entre reserpina e salbutamol.

Na literatura, ja é bem esclarecido que a fisiopatologia da DP esta relacionada a morte
progressiva dos neurénios dopaminérgicos na SNpc, com consequente deplecdo de dopamina
no estriado dorsal, provocando o surgimento dos sintomas motores (BRAAK; DEL TREDICI,
2017; SURMEIER, 2018; SINGH et al., 2019; LIU; CHEUNG, 2020; HUR; LEE, 2021,
CONTE, 2021; LEGARDA et al., 2022). Assim como nos pacientes da DP, o modelo
progressivo de parkinsonismo induzido por reserpina mimetiza um dano motor progressivo
associado a uma reducdo na imunorreatividade da enzima envolvida na sintese de dopamina
(SANTOS et al., 2013; LINS et al., 2018; BISPO et al., 2019; GOIS, 2020; LIMA et al., 2021,
BISPO et al., 2022; MELO et al., 2022; CUNHA et al., 2022), serotonina e noradrenalina
(LEAL et al., 2019a, LEAL et al., 2019b; GOIS, 2020).

No presente estudo, observamos a redu¢do no nimero de células TH* na SNpc e VTA,

e na DOR no estriado induzida pela administracdo repetida de reserpina, como relatado em
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outros estudos, citados acima, foi prevenida pelo tratamento cronico com salbutamol no grupo
RES-SALB (figura 14 A, B e C), corroborando o estudo de Gois (2020). Como 0 mecanismo
fisiopatologico da reserpina estd associado a um aumento do estresse oxidativo, pela
degradacdo da dopamina, (LEAO et al, 2015; LEAO et al., 2017) e a um fendtipo
neuroinflamatério (LIMA et al., 2021), acreditamos que o efeito neuroprotetor do salbutamol
esteja associada a um aumento da atividade antioxidante, fatores anti-inflamatérios e a uma
reducdo da reatividade microglial (UZKSER et al., 2012; RYAN et al., 2013; O’NEILL;
HARKIN 2018; BILLINGTON et al., 2017; MAGISTRELLI; COMI, 2020).

O potencial anti-inflamatorio do salbutamol pode ser explicado pela expressdo dos
RAPB2 também em células periféricas do sistema imune (ETERAF-OSKOUEI et al., 2017).
Esses receptores fazem parte da familia de receptores metabotrépicos GPCR, e tem em sua via
de sinalizagdo o AMPc e a PKA (BILLINGTON et al., 2017; MAGISTRELLI; COMI, 2020;
O’NEILL et al., 2019), que podem atuar tanto fosforilando proteinas citoplasmaticas, quanto
fatores de transcricdo (BILLINGTON et al., 2017). Ja foi demonstrado, por exemplo que a
ativacdo dos RAB2, via salbutamol, pode controlar a producéo de ROS, aumentando a atividade
de enzimas antioxidantes, como a superdxido dismutase (SOD) e a glutationa (GSH) (UZKSER
et al., 2012), reduzir o nivel de IL-1p, impedir o acumulo de leucdcitos e a formacdo de
granuloma, avaliados no modelo de inflamac&o induzido por carragenina (ETERAF-OSKOUEI
etal., 2017).

Apesar da morte desses neurdnios estar relacionada a varios mecanismos
fisiopatologicos como o estresse oxidativo, a disfungdo mitocondrial e dos sistemas de
degradacdo, além da neuroinflamacdo, o acimulo citoplasmatico da proteina a-sin, e sua
associagdo aos corpos de Lewy, tem sido um dos principais fatores envolvidos na degeneracao
seletiva dos neur6nios dopaminérgicos da via nigroestriatal (TRIST etal., 2019; L1 etal., 2019;
HUR; LEE, 2021; PICCIRILLO et al., 2022; BRAAK et al., 2002; SURMEIER et al., 2017).
Além disso, o estudo de Li et al.,2022, demonstrou que a reserpina esta associada a regulacao
positiva da expressdo do gene SNCA, in vitro (LI et al.,, 2022) e ao aumento da
imunorreatividade da proteina a-sin (LEAO et al., 2017; GOIS, 2020; VAN ONSELEN;
DOWNING, 2021).

Dessa forma, avaliamos a imunorreatividade para a-sin em diferentes areas cerebrais
e observamos que o tratamento conico com salbutamol ndo impediu o aumento da
imunorreatividade induzida por reserpina na SNr, estriado dorsal e CPFm (figura 16 A, B e C).
Nossos resultados diferem de trabalho anteriores que mostram que a administracdo de

salbutamol, apds o inicio do dano motor, impede 0 aumento da imunorreatividade para a-sin
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(GOIS, 2020), e que administracdo aguda de clenbuterol, agonista 32 noradrérgico de longa
ativacdo, atua na reducdo na expressdo do mRNA do gene SNCA (MITTAL et al., 2017).

Tal resultado pode ter relagdo com a perda de funcéo relacionada ao uso prolongado
do salbutamol. Estudos demonstram que o cronico do salbutamol, no tratamento de doencas
respiratorias pode levar a uma diminuicdo da resposta (reducdo do efeito broncodilatador),
podendo causar hiper-responsividade das vias aéreas, além da possivel reducdo na expresséo
do receptor (ROSETHORNE et al., 2015; BILLINGTON et al., 2017; IPPOLITO et al., 2021,
MARQUES et al., 2022). Sugerindo que o tratamento crénico com salbutamol pode provocar
uma perda de funcdo na regulacdo do gene SNCA, tendo em vista que a imunohistoquimica foi
avaliada apenas ao final do tratamento, ap6s 75 dias de exposicdo diaria ao salbutamol.

De modo geral, observamos que o tratamento crénico com salbutamol reduz alguns
danos motores, associados a bradicinesia, e pode prevenir a reducdo de TH em areas
dopaminérgicas. Por outro lado, esse tratamento parece ndo ser eficiente contra algumas
alteragdes motoras, como movimentos involuntarios, cognitivas e na expressao de a-sin
induzidas por reserpina. Acreditamos que os agonistas 32 adrenérgicos estejam envolvidos de
modo variado em diferentes componentes motores, cognitivos e neuroprotetores a partir da
modulacédo de fatores pro e anti-inflamatorios. Dessa forma, s&o necessarios novos estudos para
compreender a atuagcdo agonistas 2 adrenérgicos e da via noradrenérgica nos mecanismos

fisiopatologicos envolvidos na DP.

8. CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que o tratamento prévio e crénico com salbutamol
promove uma reducdo de alguns danos motores e neuroprotecdo dopaminérgica em areas da
via nigroestriatal, avaliadas no modelo progressivo de parkinsonismo induzido por reserpina.
No entanto, sdo necessario novos estudos para compreender a relacdo do tratamento com
salbutamol e outros agonistas 2 noradrenérgicos com 0S mecanismos neuroprotetores

associados aos neurdnios dopaminérgicos.
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