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RESUMO

AVALIACAO DA ATIVIDADE AUTOFAGICA NOS
PROCESSOS NEURODEGENERATIVOS DA VIA
NIGROESTRIATAL EM MODELO EXPERIMENTAL DA
DOENCA DE PARKINSON

A doenca de Parkinson (DP) é o disturbio neurodegenerativo do movimento mais
prevalente. Caracteriza-se pela neurodegeneracao na via nigroestriatal (via NGE —
substancia negra (parte compacta — SNpc e parte reticulada — SNpr) e estriado) e
presenga de a-sinucleina (a-syn) agregada, que resulta em sintomas motores e nao
motores. Distlrbios na autofagia, processo natural de limpeza e reciclagem de
material intracelular parece ter papel relevante no desenvolvimento e/ou progressao
da doenca. O objetivo deste trabalho foi avaliar a participacdo da autofagia na
neurodegeneracao da via NGE de animais experimentais da DP. Foram utilizados 64
ratos Wistar, distribuidos, aleatoriamente, em 4 grupos, n = 16, cada: (1) controle
(CTRL); (2) RES 0,1; (3) RES 0,2; (4) RES 0,5 — solucéo de RES nas doses de 0,1,
0,2 e 0,5 mg/kg, respectivamente. Foram administradas 15 inje¢cdes de RES, uma a
cada 48h, por via subcutanea. Durante todo o experimento, foram realizados testes
comportamentais para avaliagdes motoras voluntaria (catalepsia — a cada 48h) e
involuntaria (movimentos orais (MO) — dias 10, 20 e 30, 48h apos 52, 10 e 152
injecOes, respectivamente) e avaliagcdo nao motora (massa corporal — MC, a cada 4
dias). Quarenta e oito horas ap0s a 152 injecdo, vinte e quatro animais, 6 de cada
grupo, foram perfundidos e os encéfalos submetidos a imuno-histoquimica para
tirosina e hidroxilase (TH — SNpc/estriado) e a-syn (SNpr/estriado). Os outros 40
animais, 10 de cada grupo, foram decapitados, os encéfalos removidos e dissecados
para obtencao da regido do estriado e da substancia negra (SN). As estruturas foram
processadas e submetidas a técnica de western blot (WB) para os marcadores LC3-
I, P62/SQTSM1, PARK7/DJ-1 e caspase-3. Na catalepsia, os SM foram dose-
dependentes, isto é, quanto maior a dose da RES, mais cedo iniciaram-se os déficits
motores. O grupo RES 0,5 ficou cataléptico apos a 32 injecdo (p=0,02), enquanto que
no grupo RES 0,2 e RES 0,1 a catatonia teve inicio 48h apés a 5% e 62 injecbes
(p<0,0001), respectivamente. No MO, foram avaliados os parametros movimento de
mastigacdo no vacuo (MMV) e tempo de tremor em repouso (TTR). De modo geral,
houve aumento estatisticamente significativo (p<0,05) tanto no MMV e TTR dos
grupos RES, em todos os dias de avaliagdo. Foi observado reducédo de células TH
imunorreativas na substancia negra (SNpc) dos grupos RES (RES 0,1 — p=0,019; RES
0,2 — p=0,006; RES 0,5 — p=0,0006). O mesmo ocorreu no estriado (RES 0,1 —
p=0,001; RES 0,2 — p=0,004; RES 0,5 — p=0,007). Na SNpr e no estriado, houve
aumento de neurdnios imunorreativos a a-syn nos grupos em todos os grupos RES
(p> 0,05). Na SN foram observados aumentos nos niveis de: P62 em todos 0s grupos
RES (p=0,001 — nos 3 grupos) e PARKY7 apenas no grupo RES 0,5 (p<0,0001). No
estriado, houve aumento de: LC3-ll nos grupos RES 0,2 (p=0,010) e RES 0,5
(p=0,043), PARKY e caspase no grupo RES 0,5 (p=0,038; p=0,016, respectivamente).
Esses dados sugerem que o comprometimento da via autofagica pode contribuir de
forma direta para a neurodegeneracdo no modelo animal da DP em estagios
prodrémicos.
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ABSTRACT

EVALUATION OF AUTOPHAGIC ACTIVITY IN
NEURODEGENERATIVE PROCESSES OF THE
NIGROSTRIATAL PATHWAY IN EXPERIMENTAL MODEL OF
PARKINSON'S DISEASE

Parkinson's disease (PD) is the most prevalent neurodegenerative movement
disorder. It is characterized by neurodegeneration in the nigrostriatal pathway
[substantia nigra (pars compacta — SNpc — and pars reticulata — SNpr) and striatum]
and the presence of aggregated a-synuclein (a-syn), which results in motor and non-
motor symptoms. Disturbances in autophagy, a natural process of cleaning and
recycling intracellular material, seem to play a relevant role in the development or
progression of the disease or both. This work assessed the participation of autophagy
in the nigrostriatal pathway of parkinsonian animals. Sixty-four Wistar rats were used
and randomly divided into four groups (n = 16): 1) control (CTRL); 2) RES 0.1; 3) RES
0.2, and 4) RES 0.5. The RES groups were separated using the following doses: 0.1,
0.2, and 0.5 mg/kg, respectively. Fifteen injections of RES were administered, one
every 48 hours, subcutaneously. During the entire experiment, behavioral tests were
performed for voluntary motor assessment (catalepsy, every 48h); and involuntary
(oral movements (OM) on the days 10, 20, and 30; 48h after 5th, 10th, and 15th
injections, respectively) and non-motor (body weight assessment, every four days).
Forty-eight hours after the 15th injection, twenty-four animals (six from each group)
were perfused, and the brains were submitted to immunohistochemistry for tyrosine
hydroxylase (TH — SNpc/striatum) and a-syn (SNpr/striatum). Forty animals (ten from
each group) were decapitated, and the brains were removed and dissected to obtain
the striatum and substantia nigra (SN). These structures were processed and
submitted to the western blot technique for LC3-Il, P62/SQTSM1, PARK7/DJ-1, and
caspase-3. In catalepsy, the motor symptoms were dose-dependent; the higher the
dose of RES, the earlier the motor deficits started. The RES 0.5 group became
cataleptic after the 3rd injection (p = 0.02), while in the RES 0.2 and RES 0.1 groups,
catatonia started 48h after the 5th and 6th injections (p < 0. 0001), respectively. The
OM test evaluated the following parameters: chewing movement and resting tremor
time. In general, there was a statistically significant increase (p < 0.05) of these
parameters in the RES groups on all evaluation days. A reduction in immunoreactive
TH cells was observed in the SN (RES 0.1, p =0.019; RES 0.2, p = 0.006; RES 0.5, p
= 0.0006) and striatum (RES 0.1, p = 0.001; RES 0.2, p = 0.004; RES 0.5, p = 0.007).
In SNpr and striatum, there was an increase in a-syn immunoreactive neurons in all
RES groups (p > 0.05). In SN, an increase in P62 levels was observed in all RES
groups (p = 0.001) and PARKY only in the RES 0.5 group (p < 0.0001). In the striatum,
there was an increase in LC3-Il in the RES 0.2 (p = 0.010) and RES 0.5 (p = 0.043),
PARKY and caspase-3 in the RES 0.5 group (p = 0.038; p = 0.016, respectively). These
data suggest that the impairment of the autophagic pathway may directly contribute to
neurodegeneration in the animal model of PD in the prodromal stages.
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RESUMO PARA A SOCIEDADE

A doenca de Parkinson (DP) € a segunda doenca neurodegenerativa que mais afeta
a populacdo mundial. E caracterizada, principalmente, pela morte de neurénios em
areas especificas do encéfalo responsaveis por controlar 0s nossos movimentos
voluntarios, a via nigroestriatal (via NGE). Nos neurdnios que sobrevivem, € comum
encontrar proteinas defeituosas (a-sinucleina — a-syn) que se aglomeram no
citoplasma, formando estruturas chamadas de corpos de Lewy (CL). Em situacdes
saudaveis, 0s neurdnios possuem um sistema de limpeza das impurezas internas de
seu citoplasma, processo que se chama autofagia. No envelhecimento e nos casos
de doencas, a autofagia pode estar prejudicada e esse fator pode induzir ou até
mesmo se somar a outros fatores que contribuem para a neurodegeneragdo. Assim,
esse trabalho avaliou o papel da autofagia na neurodegeneracdo da via NGE de
animais experimentais da DP. Foram usados 64 ratos de laboratorio. Cabe ressaltar
gue o uso desses animais € permitido por lei e que todos os procedimentos aos quais
sdo submetidos passa antes por érgaos de controle da pesquisa animal no pais. Em
nossa pesquisa, 0os animais foram induzidos ao parkinsonismo por meio da
administracdo de um farmaco, a reserpina (RES), em 3 diferentes doses. Assim, n0sso
trabalho contou com 4 grupos, trés experimentais (RES 0,1; RES 0,2; RES 0,5) e um
controle (que recebe uma solugdo sem a droga). O experimento teve duracdo de 30
dias e todos os animais passaram por testes de avaliacdo comportamental motora
voluntaria (catalepsia) e involuntaria (movimentos orais), bem como andlise de sua
massa corporal (MC). No fim do experimento, os animais foram mortos, sem qualquer
sofrimento, e seus encéfalos foram retirados para avaliacdo molecular de proteinas
envolvidas: (1) na producéo do neurotransmissor dopamina (tirosina hidroxilase — TH)
na autofagia; (2) na formagdo dos CL (a-syn); (3) na autofagia (LC3-1l e
P62/SQTSM1); (4) nos mecanismos de defesas antioxidantes (PARK7-DJ-1); (5) na
ativacdo de morte celular (caspase-3). Nossos dados comportamentais motores
voluntérios e involuntarios mostraram danos nas fun¢cdes motoras de forma dose-
dependente, isto é, quanto maior a dose da RES, mais cedo iniciaram-se os problemas
de movimentos. De forma equivalente, também foi observada reducdo de MC de modo
dose-dependente, ou seja, os animais dos grupos RES com as maiores doses
perderam MC mais cedo e mais intensamente. A analise molecular mostrou que o0s
danos motores e as alteragcdes na MC observados se relacionaram diretamente com
a reducdo da TH e aumento da a-syn na via NGE. Foi observado também que,
possivelmente, o aumento da a-syn ocorreu devido a reducéo do fluxo autofagico na
via NGE pois, observamos aumento da LC3-ll e P62/SQTSM1, indicativos de
interrupcdo do processo de limpeza citoplasmatica neuronal. De modo bastante
interessante, também foi observado aumento da proteina PARK7-DJ-1, sugerindo que
a interrupgao do fluxo autofagico e acumulo de a-syn elevaram as concentracfes de
espécies reativas de oxigénio (EROs), logo, como mecanismo neuroprotetor, a
expressao dessa proteina foi ativada para minimizar os danos neuronais. No caso do
estriado, uma das areas que compdes a via NGE, os danos parecem ter ocorrido de
forma mais intensa, o que levou a um aumento da proteina caspase-3, indicando uma
possivel ativacdo da cascata de morte celular programada. Em sintese, nossos dados
mostram que a interrupc¢ao do fluxo autofagico parece contribuir diretamente para o



processo de neurodegeneracao na via NGE, promovendo uma degeneracdo axonal
retrograda, isto €, com inicio no terminal axonal em dire¢cao ao corpo celular.

SUMMARY FOR THE SOCIETY

Parkinson's disease (PD) is the second neurodegenerative disease most affecting the
world's population. It is mainly characterized by the death of neurons in specific brain
areas responsible for controlling our voluntary movements, such as the nigrostriatal
pathway. In surviving neurons, it is common to find defective proteins (a-synuclein or
a-syn) that cluster in the cytoplasm, forming structures called Lewy bodies. In healthy
situations, neurons have a system for cleaning internal impurities from the cytoplasm
called autophagy. Autophagy may be impaired in aging and cases of the disease, and
this factor may induce or even add to other factors that contribute to
neurodegeneration. Thus, this work evaluated the role of autophagy in the nigrostriatal
pathway neurodegeneration in experimental PD animals. Sixty-four laboratory rats
were used. It should be noted that the use of these animals is permitted by law and all
procedures to which they are submitted go through animal research control
committees in the country. In our research, the animals were induced to parkinsonism
by administering a drug, reserpine (RES), in 3 different doses. Thus, our work had four
groups: three experimental (RES 0.1, RES 0.2, RES 0.5) and control (receiving a
solution without the drug). The experiment lasted 30 days, and all animals underwent
voluntary motor behavioral assessment tests (catalepsy) and involuntary (oral
movements), as well as analysis of body mass (BM). At the end of the experiment, the
animals were killed without any suffering. Their brains were removed for molecular
evaluation of proteins involved in (1) the production of the neurotransmitter dopamine
(tyrosine hydroxylase - TH) in autophagy, (2) the formation of Lewy bodies (a-syn), (3)
in autophagy (LC3-1l and P62/SQTSM1), (4) on antioxidant defense mechanisms
(PARK7/DJ-1), and (5) cell death activation (caspase-3). Our voluntary and involuntary
motor behavioral data showed damage in motor functions in a dose-dependent
manner; the higher the RES dose, the earlier the movement problems started. A dose-
dependent reduction in BM was also observed; animals in the RES groups with the
highest doses lost BM earlier and more intensely. Molecular analysis showed that
motor damage and alterations in BM were directly related to the reduction of TH and
increase of a-syn in the nigrostriatal pathway. It was also observed that, possibly, the
increase in a-syn occurred due to a reduction of autophagic flow in the nigrostriatal
pathway, as we observed an increase in LC3-Il and P62/SQTSM1, indicative of
interruption of the neuronal cytoplasmic cleaning process. Interestingly, an increase in
PARK7/DJ-1 protein was also observed, suggesting the interruption of autophagic flux
and a-syn accumulation increased the concentrations of reactive oxygen species.
Thus, as a neuroprotective mechanism, the expression of this protein was activated to
minimize neuronal damage. In the case of the striatum, one of the areas of the
nigrostriatal pathway, the damage seems to have occurred more intensely, with an
increase in the caspase-3 protein, which indicates a possible activation of the cascade
of programmed cell death. In summary, our data show that the interruption of
autophagic flow seems to contribute directly to the neurodegeneration process in the
nigrostriatal pathway, promoting retrograde axonal degeneration, starting at the axonal
terminal towards the cell body.
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1. INTRODUCAO

As doencas neurodegenerativas (DNs) sdo desordens cronicas progressivas e
incapacitantes que afetam o sistema nervoso (SN) de forma severa, prejudicando a
gualidade de vida do paciente. Dentre essas patologias, destaca-se a doenca de
Parkinson (DP), segundo distirbio neurolégico mais prevalente e incidente na
populacdo idosa (HAYES, 2019; LEE; GILBERT, 2016). No que tange as desordens
do movimento, a DP é a mais comum e suas caracteristicas marcantes séo distarbios
na motricidade (ARMSTRONG; OKUN, 2020). Apesar de ficar atras da doenca de
Alzheimer (DA) no ranking das principais DNs, a incidéncia e a prevaléncia da DP
aumentaram mundialmente, de tal maneira que pode tornar-se o distlrbio
neurodegenerativo com a taxa de crescimento mais acelerada (BLOEM; OKUN;
KLEIN, 2021).

Passaram-se mais de 200 anos das primeiras descricdes médicas do Parkinson e
ainda ndo ha cura para a doenca, apenas tratamentos para melhorar a qualidade de
vida do paciente (OBESO et al., 2017). A dificuldade para uma cura reside no fato de
a DP ser uma desordem neurolégica com etiopatogénese heterogénea ou
multifatorial, ou seja, as causas sdo multiplas, desconhecendo-se até entdo os fatores
exatos que dao inicio e/ou atuam na progressao da doenca (LEE; GILBERT, 2016).
Além disso, a DP tem carater multissistémico, isto é, além da via nigroestriatal, varias
outras areas encefalicas e sistemas de neurotransmissao sao afetados, como as vias
serotoninérgicas e noradrenérgicas, o que explica sua multiplicidade sintomatologica
(FACTOR; MCDONALD; GOLDSTEIN, 2017; MAILLET et al., 2016; MORRIS et al.,
2019; PASQUINI et al., 2018; SCHAPIRA; CHAUDHURI; JENNER, 2017).

A literatura aponta diversos fatores, tanto ambientais quanto geneéticos, como
causas provaveis para o desenvolvimento da DP. Em relacdo aos primeiros,
destacam-se a exposicdo a pesticidas e outros contaminantes ambientais
(GOLDMAN, 2014; REHMAN et al.,, 2021; TANNER et al., 2014). No contexto
genético, sabe-se hoje que mutacdes em varios genes estdo diretamente envolvidas
com formas familiares da DP, a exemplo dos alelos LRRK2, DJ-1 (PARK7), SNCA,
PINK1, VPS35, PARKIN (BALESTRINO; SCHAPIRA, 2020; LILL, 2016a).
Independentemente de quais fatores atuem para o inicio e progressédo da doenca, é

muito clara a participacdo de proteinas alteradas e disfuncionais que se agregam e



desencadeiam danos celulares (BOLAND et al.,, 2019; BOURDENX et al., 2017;
LUHESHI; CROWTHER; DOBSON, 2008; SCHMIDT; GAN; KOMANDER, 2021).

Em condicdes fisiologicas, as células possuem uma maquinaria molecular de
autolimpeza, degradacao e reciclagem de macromoléculas e organelas disfuncionais,
a autofagia, processo que mantém a homeostase da célula (MIZUSHIMA; KOMATSU,
2011; SABLI; SANCHO-SHIMIZU, 2021). Em algumas situa¢des, como muta¢gdes em
genes reguladores do processo autofagico, o controle de qualidade das estruturas
intracelulares pode n&o funcionar corretamente, a célula entra em colapso e o
processo de neurodegeneracdo é desencadeado (CIECHANOVER; KWON, 2015;
ROSS; POIRIER, 2004; SABLI; SANCHO-SHIMIZU, 2021). Além disso, um dos
fatores que leva a formacédo de agregados proteicos € o envelhecimento natural do
individuo. Com o avanco da idade e a senescéncia celular, ocorre disfuncéo
mitocondrial, aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS),
resultando em estresse oxidativo, o que leva a oxidacéo proteica, desencadeando a
agregacao e formacéao de placas polipeptidicas intraneuronais (BLASCO et al., 2013).

Patologicamente, a DP é caracterizada de forma classica pela perda progressiva
de neurbnios dopaminérgicos nas regifes encefdlicas que compreendem a via
nigroestriatal (substancia negra parte compacta — SNpc e estriado), além da presencga
de inclusdes proteicas citoplasmaticas, os corpos de Lewy (agregados polipeptidicos
cujo principal componente é a proteina a-sinucleina (a-syn)), nas células neuronais
remanescentes (OSTERHAUS et al., 1997; WAKABAYASHI et al., 2013; YUKO et al.,
2003). Clinicamente, uma vez que as areas afetadas controlam a motricidade, a perda
neuronal resulta em sintomas motores (SM) como bradicinesia, tremor de repouso,
rigidez muscular e instabilidade postural (ARMSTRONG; OKUN, 2020; HAYES,
2019). Além disso, sintomas ndo motores (SNM) também sao evidentes, tais como
alucinacdes, deméncia, ansiedade, depressao, comprometimento cognitivo (HAYES,
2019).

Uma vez que aumento e o envelhecimento populacional trazem consigo o
crescimento exponencial de DNs como o Parkinson, compreender como se da o inicio
e a progressdo da doenca em humanos é uma urgéncia global. Diante disso, as
pesquisas com modelos animais da DP sdo extremamente relevantes, pois permitem
compreender com maior clareza os estagios iniciais, intermediarios e tardios do

disturbio do movimento mais prevalente na populagéo idosa.



Diante dos fatos expostos até aqui, uma das principais questdes atuais acerca
dos mecanismos envolvidos na etiopatogénese da DP € o seu ponto de inicio, com
destaque para o terminal axonal. A funcéo sinaptica neuronal se utiliza de uma vasta
maquinaria de proteinas para sintetizar, armazenar e liberar neurotransmissores, bem
como para o correto trafego de vesiculas anterégrada ou retrogradamente, utilizando-
se dos trilhos proteicos do citoesqueleto. Manter essas atividades requer um controle
e coordenacdo equilibrada de mudltiplas vias intercruzadas, que pode falhar e
promover a aglomeracdo de peptideos defeituosos, culminando em perda da
proteostase sinaptica. Dessa forma, o resultado € uma possivel neurodegeneragéo
retrograda iniciada pela ruptura da homeostase celular como consequéncia de um

catabolismo proteico defeituoso.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.Caracterizacéo, epidemiologia e fisiopatologia da doenca de Parkinson
(DP)

A DP, inicialmente chamada Mal de Parkinson, foi descrita pela primeira vez por
James Parkinson (1755-1824), no ano de 1817, um meédico inglés que definiu e
descreveu a doenca em um trabalho chamado “Um ensaio sobre a paralisia agitante”.
Neste documento, constituido por 5 capitulos e 66 paginas, Parkinson analisou 6
casos clinicos de individuos masculinos com idades entre 50 e 72 anos e observou
sintomas como movimentos trémulos involuntérios, reducéo na poténcia muscular e
forte tendéncia para curvar o corpo a frente, sem, no entanto, ocorrer altera¢cdes nos
sentidos a na capacidade intelectual do paciente. Todavia, relatou outras alteracdes
ndo motoras, como distarbios entéricos e do sono (BERRIOS, 2016; DONALDSON,
2015; GOEDERT; COMPSTON, 2018; OBESO et al., 2017).

Posteriormente, na década de 1880, Jean-Martin Charcot contribuiu com a
caracterizacdo do quadro clinico, o diagnéstico diferencial e o tratamento da doenca.
Em homenagem as descri¢cfes iniciais da doenca por James Parkinson, Charcot
sugeriu que o disturbio fosse chamado de Mal de Parkinson, hoje designada doenca
de Parkinson (BERRIOS, 2016; GOEDERT; COMPSTON, 2018; OBESO et al., 2017).
Apés a caracterizacdo/descricdo inicial dos sinais e sintomas, a DP ficou conhecida
por muito tempo pelas suas alteragcdes motoras cardinais: tremor em repouso, rigidez
muscular, bradicinesia e instabilidade postural, abreviadamente TRAP (sigla no inglés)
(ARMSTRONG; OKUN, 2020; HAYES, 2019; JANKOVIC, 2008).

Apesar de ser conhecida pelas suas manifestacdes motoras classicas, a DP na
verdade apresenta um amplo espectro sintomatologico que vai além do TRAP. Esses
distirbios ndo motores sdo multiplos e variaveis e caracterizam o que se conhece
como fase prodromica da doenca (SCHAPIRA; CHAUDHURI; JENNER, 2017).
Pesquisas mostram que os SNM surgem anos antes do desenvolvimento da fase
motora, a exemplo da hiposmia/anosmia (reducao olfativa), constipacdo, disturbios
gastrointestinais e do sono, além de disfuncdo autonbmica, alteracbes
neuropsiquiatricas e sensoriais (GOLDMAN; GUERRA, 2020; JANKOVIC, 2008;
SCHAPIRA; CHAUDHURI; JENNER, 2017).

Epidemiologicamente, a DP é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum
na populacdo (HAYES, 2019; LEE; GILBERT, 2016), mas o principal distarbio do



movimento (ARMSTRONG; OKUN, 2020). A idade é o seu principal fator de risco
(REEVE; SIMCOX; TURNBULL, 2014), isto €, com a senescéncia, a incidéncia e a
prevaléncia da DP aumentam, sendo, portanto, caracterizada como uma doenca do
envelhecimento, assim como outras DNs (esclerose lateral amiotrofica — ELA; doenca
de Huntington — DH e DA) (BLASCO et al., 2013; HOU et al., 2019; REEVE; SIMCOX;
TURNBULL, 2014; WYSS-CORAY, 2016). Nesse contexto, segundo dados da
Organizacédo das Nacdes Unidas (ONU), a populacdo mundial mais do que triplicou
nos ultimos 70 anos (1950-2020). Esse crescimento populacional vertiginoso é, em
parte, determinado pela queda na taxa de mortalidade que reflete, consequentemente,
em aumento na expectativa de vida (longevidade populacional). Ainda de acordo com
o relatorio apresentado pela ONU (World Population Prospects 2022: Summary of
Results), a populagdo mundial atingiu a marca de 8 bilhdes em 15 de novembro de
2022 e a projecdo €é que atinja 9,7 bilh6es em 2050 (figura 1A).

No gue diz respeito ao envelhecimento, a parcela da populacédo global com 65
anos ou mais passara de 10%, em 2022, para 16%, em 2050 (ONU, 2022). Esses
dados demograficos sdo extremamente importantes ndo somente para o0
entendimento da composi¢cdo populacional ao longo do tempo, mas também para
compreender a prevaléncia e a incidéncia das DNs, como a DP (HOU et al., 2019;
WYSS-CORAY, 2016). Pesquisas mostram que, dentre os distarbios
neurodegenerativos relacionado a idade, a DP estad superando a DA (DORSEY;
BLOEM, 2018; FEIGIN et al., 2019). Mundialmente, entre 1990 e 2015, a prevaléncia,
a incapacidade e a taxa de mortalidade da doenca DP mais do que dobraram no
mundo (BLOEM; OKUN; KLEIN, 2021; DORSEY; BLOEM, 2018). Estimativas
apontam que em 2040, aproximadamente 13 milhdes de pessoas no mundo sejam
afetadas pelo Parkinson (figura 1B) (DORSEY; BLOEM, 2018).



g

[ENEr

(S RTINS

S
L ]

,_.
v o
P

]

Populaciio total (bilhdes)
Populacao (milhdes)

O=NMNWBR OO N®

0 s 2 e 200 1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020 2025 2030 2035 2040

Tempo (anos) Tempo (anos)

Figura 1: Projecdo de crescimento populagdo mundial e nimero estimado de individuos com DP
entre 1990-2040. De acordo com o relatério “Perspectivas da Populagdo Mundial 2022: Resumo dos
Resultados” (World Population Prospects 2022: Summary of Results), a populacdo mundial atingiu o
namero expressivo de 8 bilhdes em 2022, com projecéo de quase 10 bilhdes em 2050 (curva azul do
grafico A). Com o aumento populacional global, estima-se que ocorra, hos proximos anos, um
crescimento exponencial (incidéncia) da DP. E estimado, por meio de taxas de crescimento
populacional que, em 2040, o nimero de pessoas com a DP no mundo atinja a marca de 12,9 milhdes
(gréfico B). Figura adaptada de: Grafico A - (ONU, 2022); gréafico B — de Dorsey e Bloem (2018).

Outra caracteristica epidemiolégica marcante é a diferenca sexual na
manifestacdo da doenga, com maior incidéncia e prevaléncia em homens em relagéo
ao sexo feminino (HIRSCH et al., 2016; TYSNES; STORSTEIN, 2017). A comparagéo
entre 0s sexos mostra que a relacdo de homens com Parkinson é cerca de 1,5 vezes
maior em relacdo as mulheres (MOISAN et al., 2016), 0 que parece ser explicado
devido a possiveis efeitos neuroprotetores dos horménios femininos (BISPO et al.,
2019, 2022).

As principais marcas neuropatolégicas da DP sdo: (1) morte neuronal
dopaminérgica na via NE, reduzindo o aporte de DA no estriado; (2) acumulo
intraneuronal de multiplas proteinas mal dobradas como agregados de ubiquitinados
e, principalmente, a a-syn, formando os corpos ou inclusfes de Lewy, essencialmente
encontrados junto ao nucleo da célula, mas também nos axénios e dendritos (BRAAK
et al., 2004; CARDOSO et al.,, 2005). Além desse fenotipo patolégico classico,
resultantes na sintomatologia motora, diversas outras vias ou sistemas de
neurotransmissdo sao afetados na DP (sistemas noradrenérgico, colinérgico e
serotoninérgico), implicados principalmente nas complica¢cdes clinicas ndo motoras
(MOGHADDAM et al., 2017; WILLIAMS-GRAY; WORTH, 2016).

O diagnéstico da DP néo é tarefa simples. Regularmente, os critérios para esse
e outros disturbios neurodegenerativos sédo atualizados, a fim de se obter um

diagndstico diferencial mais preciso, uma vez que varias outras condi¢des patoldgicas



apresentam um ou mais sintomas presentes na DP (RIZEK; KUMAR; JOG, 2016). No
caso de idosos, o diagndstico torna-se ainda mais desafiador, uma vez que com o
envelhecimento surgem diversos disturbios de ordem fisiolégica, comportamental e
cognitiva, muitos dos quais podem assemelhar-se ao Parkinson, como postura
curvada, lentiddo dos movimentos, rigidez na musculatura (CALABRESE et al., 2018).
Nesse aspecto, técnicas de imageamento cerebral, por exemplo, sdo extremamente
importantes no uso do diagnadstico diferencial da DP (ERKKINEN; KIM; GESCHWIND,
2018; MORELLI et al., 2014). Ap6s o diagndstico, o paciente com Parkinson é
acompanhado por um especialista e submetido a tratamentos para melhoria de seu
guadro sintomatol6gico motor e ndo motor. Existem tratamentos a base de drogas que
atuam nos multiplos sistemas de neurotransmissdo afetados na doenca,
principalmente no sistema dopaminérgico, cujo objetivo € amenizar os déficits motores
(GOLAN et al., 2009).

No que diz respeito aos aspectos fisiopatoldgicos, o Parkinson € uma desordem
degenerativa cujas areas cerebrais afetadas sdo os ndcleos da base (NB), estruturas
subcorticais localizadas na substancia branca cerebral e funcionalmente envolvidos
com o controle motor voluntario, além de comportamentos cognitivos e motivacionais
(DELONG; WICHMANN, 2015; LANCIEGO; LUQUIN; OBESO, 2012). Do ponto de
vista anatébmico, os NB sao constituidos, de maneira geral, por 4 grandes conjuntos
de neurdnios, a saber: (1) substancia negra (parte compacta (SNpc) e parte reticulada
(SNpr)); (2) nacleo subtalamico (NST); (3) globo palido interno (GPi) e globo palido
externo (GPe); (4) corpo estriado ou simplesmente estriado (caudado e putamen). Os
NB conectam-se ao cortex cerebral e ao tAlamo, constituindo o circuito motor cotico-
NB-talamocortical. Assim, esse circuito € responsavel pela execucdo da motricidade
e, uma vez que é dos NB que se projetam as vias dopaminérgicas, esse circuito
também regula e/ou modula as fun¢bes envolvidas com os estados motivados,
recompensa e humor (DELONG; WICHMANN, 2015; LANCIEGO; LUQUIN; OBESO,
2012; MALLET et al., 2019).

Nessa circuitaria neuronal que inicia-se no cortex cerebral, atravessa os NB, passa
pelo talamo e segue de volta ao cértex, ha a participacao de diversos tipos celulares
e neurotransmissores, dentre eles, a dopamina (DOP) (LANCIEGO; LUQUIN;
OBESO, 2012; MALLET et al., 2019). A DOP é uma monoamina, especificamente,
uma catecolamina, produzida e liberada pelo principal nacleo dopaminérgico do SNC,

a SNpc (figura 2A —processo de sintese da DOP). Esse mensageiro quimico exerce



seus efeitos por meio de sua ligagdo a duas classes ou familias de receptores
dopaminérgicos abundantemente expressos e distribuidos no estriado. A primeira
classe compde os receptores da familia D1 (receptores D1 e D5), com efeito
excitatorio na atividade neuronal estriatal. A segunda, por sua vez, € formada pelos
receptores da familia D2 (receptores D2, D3 e D4), com efeito inibitério nos neurénios
do estriado. Ambas as classes de receptores sdo proteinas transmembranares
acopladas a proteina G. No caso dos receptores D1, seu efeito excitatorio é decorrente
de seu acoplamento a uma proteina G estimulatéria (Gs), ativando uma cascata
enzimatica intracelular que gera excitacao neuronal. Por outro lado, os receptores D2
tém acoplados a eles uma proteina G inibitéria (Gi), com inibicdo enzimatica que
culmina em hiperpolarizacdo neuronal e, por consequéncia, inibicdo da via (GOLAN
et al., 2009).

Essas populacdes de receptores dopaminérgicos distribuem-se de forma
bastante heterogénea por todo o encéfalo. Uma vez que a SNpc projeta seus axonios
para a regiao do estriado, é relevante entender que neste nucleo ocorre a expressao
dos receptores D1 e D2 (com acdo excitatoria e inibitoria, respectivamente) com
importancia fundamental na fisiologia do controle motor e na DP. No circuito cortico-
NB-talamocortical, o estriado funciona como principal via de entrada de informacdes,
pois recebe aferéncias glutamatérgicas e dopaminérgicas corticais e nigrais,
respectivamente. Esses neurdnios nigrais e corticais estabelecem conexdes
singpticas com os neurdnios espinhosos médios (NEM) GABAérgicos do estriado. Do
estriado, esses neurbnios enviam eferéncias para diferentes areas, formando as vias
direta e indireta para controle e modulacdo do movimento (GOLAN et al., 2009;
LANCIEGO; LUQUIN; OBESO, 2012; MALLET et al., 2019; MOGHADDAM et al.,
2017).

Na via direta, a DA liberada pela SNpc atua em receptores D1 dos NEM
estriatais, estimulando-os a liberar GABA no GPi (neurdnios também GABAérgicos).
GPi € um ndcleo que se comunica com o tdlamo e ja estabelece com ele uma inibicao
tbnica. Desta forma, os NEM estriatais inibem o GPi, que deixa de inibir o talamo, o
gue resulta em excitacdo da via (ou seja, a desinibicdo converte-se em um estimulo).
O talamo, via glutamato (GLU), estimula o cértex motor que, por sua vez, envia
projecbes descendentes para 0s neurbnios motores espinais colinérgicos que
propiciam o movimento (figura 2B — sequéncia: SNc - putamen - GPi - tdlamo >

cortex motor - neurdnios motores espinais). Na via indireta, também chamada



inibitéria, quando a DA proveniente da SNpc chega ao estriado, gera estimulacéo de
receptores D2, que resulta em impulsos inibitérios no GPe (neurbnios também
GABAérgicos). GPe é um nucleo que exerce inibicao tdnica sobre o NST (neurbnios
glutamatérgicos — GLU). Assim, os NEM estriatais inibem GPe que, por sua vez,
estimula o NST (desinibicao gera estimulo). O NST, via GLU estimula o GPi, liberando
GABA no tdlamo. O GABA, ao ligar-se nos receptores GABAérgicos talamicos, gera
efeito inibitério, impedindo a liberacdo de GLU pelo tdlamo nos neurénios motores
corticais. Dessa forma, ndo ha informacao descendente para os neurdnios motores
espinais, logo, ocorre inibicdo do movimento (figura 2B — sequéncia: SNc = putamen
2 GPe 2 NST - GPi 2 tdlamo 2 cértex motor - neurbnios motores espinais)
(GOLAN et al., 2009; LANCIEGO; LUQUIN; OBESO, 2012; MALLET et al., 2019;
MOGHADDAM et al., 2017). Em sintese, a atividade equilibrada e sinérgica das vias
direta e indireta, com influxos glutamatérgicos corticais e dopaminérgicos nigrais
permitem a correta execuc¢do dos movimentos (figura 2B1).

Em situaces fisiopatologicas que afetam os NB, como é o caso do Parkinson,
0 sinergismo entre as vias direta e indireta torna-se prejudicado e, por consequéncia,
surgem os SM classicos da doenca. De forma objetiva, com a morte progressiva dos
neurdnios dopaminérgicos da SNpc, vai ocorrer uma estimulacdo deficiente da via
direta e inibicdo insuficiente da via indireta (figura 2B2). (GOLAN et al., 2009;
LANCIEGO; LUQUIN; OBESO, 2012; MALLET et al., 2019; MOGHADDAM et al.,
2017).
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Figura 2: Processo de sintese da dopamina e mecanismos de controle do movimento voluntario
pelos nlcleos da base (NB) em condicdes fisiolégicas e na DP. A figura A representa a sintese da
DOP em neurdnios dopaminérgicos da via NGE. O processo inicia-se com a captura do aminoacido
(aa) tirosina por meio do transportador e L-aminoacidos arométicos. No citoplasma, o aa tirosina é
convertido em L-DOPA (1-3,4-diidroxifenilalanina ou levodopa), por acéo catalitica da enzima tirosina
hidroxilase (TH), ndo representada na figura. Esse processo de oxidac¢éo da tirosina a L-DOPA é uma
etapa limitante na velocidade de sintese da DOP e das outras catecolaminas (noradrenalina e
serotonina). A etapa final da cascata de sintese de DOP é a conversdo de L-DOPA em DOP, reacéo
catalisada pela enzima aminoacido aromatico descarboxilase (AADC), também ndo representada na
figura. Apds sua sintese, a DOP é transportada para o interior de vesiculas secretoras para
armazenamento e posterior liberacdo. Nesse processo, uma ATPase de protons concentra ions H* no
interior da vesicula. O VMAT (transportador vesicular de monoaminas), um antiportador, transloca
protons H* a favor de seu gradiente para o citoplasma e, simultaneamente, langa a DOP para interior
vesicular. Com o estimulo nervoso (potencial de acéo), as vesiculas contendo DOP deslocam-se pelo
axoplasma, fundem-se a membrana do terminal axonal e libera seu contetdo na fenda sinaptica. Na
fenda, a DOP pode ligar-se aos receptores da membrana pés-sinaptica ou até mesmo em auto-
receptores da membrana pré-sinaptica. Quando em excesso, a DOP é captada pelo DAT (transportador
de dopamina), sendo oxidada pela enzima MAO (monoamina-oxidase), que gera metabdlitos (DOPAC
— Acido 3,4-diidroxifenilacético) que podem resultar em danos neuronais. A figura B representa o fluxo
de informag6es que ocorre nos 4 NB e os circuito cotico-NB-talamocorticais para correta execugdo dos
movimentos voluntarios. As setas azuis indicam projecfes excitatérias e as setas pretas indicam
projecBes inibitérias. As figuras B1 e B2 representam as situacOes fisiologicas e patoldgicas,
respectivamente, do sinergismo entre as vias direta e indireta para a execu¢do de movimentos
voluntarios D1: Receptor de dopamina tipo 1; D2: Receptor de dopamina tipo 2; GPi: Globo palido
interno; GPe: Globo pélido externo; NST: Nacleo subtalamico; SNc: Substancia negra parte compacta;
SNr: Substéncia negra parte compacta. A Figura foi retirada e adaptada de (FREITAS, 2018).

Apesar de se conhecer os processos fisiopatolégicos da doenca e haver
tratamentos para melhorar a qualidade de vida do paciente com Parkinson, ainda néo
estd esclarecido qual(is) fatores sdo o0s agentes iniciadores da morte celular
dopaminérgica na via NE. O Parkinson parece ocorrer por meio de varios

mecanismos, compartilhados e tnicos com outras DNs, que se somam e resultam em
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alteragbes estruturais, funcionais e biomoleculares (RISACHER; SAYKIN, 2019).
Apesar da dificuldade em compreender a origem etiopatogénica do Parkinson, fortes
evidéncias apontam a disfungcdo mitocondrial e os danos oxidativos como processos
bastante relevantes, que resultam em transporte axonal prejudicado, culminando no

acumulo anormal de polipeptidios mal dobrados (ESTEVES et al., 2018).

2.2.Autofagia e doencas neurodegenerativas

O tecido nervoso é formado por neurdnios e ceélulas gliais que se inter-
relacionam para manutencdo das atividades neurais de geragcédo e propagacao de
impulsos nervosos. Neurbnios sdo células altamente especializadas. Sua estrutura
polarizada e viabilidade funcional dependem diretamente de neurotrofinas, como o
fator neurotroéfico derivado do cérebro (BDNF) e de transporte vesicular que permita
uma comunicagao bidirecional eficiente entre soma e ax6nio. Devido a esses fatores,
comprimento e a sua natureza pos-mitética, os neurdnios sao altamente sensiveis ao
acumulo de proteinas estruturalmente anormais com capacidade de agregacéo, o que
os torna dependentes da atividade autofagica (TOOZE; SCHIAVO, 2008).

A autofagia € um processo natural de auto-renovacao das células, cuja funcao é
promover a degradacdo de macromoléculas e/ou organelas danificadas/disfuncionais
(SUMITOMO; TOMODA, 2021). Os processos autofagicos podem ser desencadeados
por diferentes fatores e/ou situacdes, como estresse nutricional/energético, processo
infeccioso (MIZUSHIMA; KOMATSU, 2011; YOSHII; MIZUSHIMA, 2017) No entanto,
para as atividades celulares fisiologicas, a autofagia basal ou constitutiva é ativada
independentemente destes fatores. Fisiologicamente, a autofagia esta envolvida com
a homeostase celular, regulando os niveis de substratos para manutencdo da sintese
de energia e componentes intracitoplasméaticos (DIKIC, 2017; MIZUSHIMA,;
KOMATSU, 2011).

Existem 3 vias autofagicas em eucariontes, classificadas de acordo com o
mecanismo de formacéo do vacuolo autofagico e com o caminho pelo qual o material
citoplasmatico é entregue ao lisossomo: (1) microautofagia; (2) autofagia mediada por
chaperonas (AMC) e (3) macroautofagia (MIZUSHIMA; KOMATSU, 2011). A
microautofagia (figura 3C) € caracterizada pela invaginagdo da membrana lisossomal,
gue incorpora e degrada diretamente os componentes citosoélicos (MIZUSHIMA;
KOMATSU, 2011; SAHU et al., 2011). A autofagia mediada por chaperonas (AMC —
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figura 3B) consiste na translocacdo de elementos citoplasmaticos para o limen do
lisossomo por meio de proteinas especificas (chaperonas), que interagem com a
proteina de membrana associada ao lisossomo 2 (receptor LAMP-2A), presente na
membrana lisossomal (LI; YANG; MAO, 2011; MIZUSHIMA; KOMATSU, 2011). A
macroautofagia (figura 3A) é o processo mais bem estudado e compreendido dentre
os 3 tipos e € conhecida simplesmente como autofagia. Baseia-se na formacao de
uma dupla membrana (fagoforo) em torno de proteinas mal dobradas e organelas
defeituosas (MIZUSHIMA; KOMATSU, 2011; XIE; KLIONSKY, 2007).
Independentemente do tipo, observa-se que as trés vias sdo morfologicamente
distintas, todavia, todas resultam na degradacao e reciclagem pela via lisossomal,
com liberacdo de produtos para reutilizacdo celular (MIZUSHIMA; KOMATSU, 2011,
MIZUSHIMA; YOSHIMORI; LEVINE, 2010).

A) MACROAUTOFAGIA Autolisossomo
@ .
- P Reciclagem
» e
-l °
o ~— .
° e © .
~ o o
L
Fagoforo Autofagossomo
>0 =
. S
Complexo
%\O chaperona
GEEEOER® 2> — -
Proteina com Translocacao \§:;V o e
motivo KFERQ mediada pela hsc70 > ¢ o 0

B) AUTOFAGIA MEDIADA POR CHAPERONA C) MICROAUTOFAGIA

Figura 3: Mecanismo gerais envolvidos nos 3 tipos de processos autofagicos. Na macroautofagia
(A) o processo comeca com a formacdo do fagdforo e autofagossomo com a carga luminal a ser
degradada. A etapa final é a formacdo do autolisossomo, onde se processard a degradagdo
propriamente dita. A AMC (B) envolve o processo catabdlico de polipeptidios com um dominio KFERQ.
Com a ajuda de complexos proteicos (chaperonas — cognato de choque térmico 70 (hsc70)), a proteina
de interesse com o dominio KFERQ é transferida para o LAMP-2A, sendo internalizada e degradada
juntamente com o complexo de chaperona. Na microautofagia (C), a carga a ser degradada (proteinas,
membranas e organelas disfuncionais), por meio de invaginagcbes da membrana lisossomal, &
incorporada ao seu limen e as hidrolases lisossdmicas realizam a degradacéo. A Figura foi traduzida
do BioRender.com.

A macroautofagia (simplesmente autofagia a partir de agora) € uma via
catabdlica envolvida com a eliminacdo de proteinas de vida longa e mal dobradas,
inclusive de organelas inteiras, como as mitocondrias (DIKIC, 2017). E um processo

complexo e dinamico, que envolve a formacao de membrana dupla (fagéforo — figura
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4 — etapa 1), seu fechamento, movimentac&do/deslocamento vesicular contendo
material a ser degradado, fusdo com lisossomo, degradacéo e reciclagem (YOSHII;
MIZUSHIMA, 2017). Apos a formacdo do autofagossomo (figura 4 — etapa 2), o
material a ser degradado esta preso em seu limen. A proxima etapa € entregar a
carga/substrato sequestrada ao lisossomo. Assim, ocorre aproximacao dessas duas
bolsas vesiculares e a membrana externa do autofagossomo funde-se a membrana
lisossomal (figura 4 — etapa 3), resultando no autofagolisossomo ou simplesmente
autolisossomo (figura 4 — etapa 4). Os substratos e a membrana interna do
autolisossomo sao degradados pelas hidrolases lisossomais. Os produtos gerados por
meio desse catabolismo sdo exportados, por meio de permeases lisossémicas (figura
4 — etapa 5), ao citoplasma da célula, onde servirdo de substratos nas vias anabdlicas
(sintese) (MIZUSHIMA; YOSHIMORI; LEVINE, 2010).

Autofagia Liso=soma
Autofagossomo
Fagdforo - - @
T Fuséo do autofagossomo
® e e lisossomo
- e
- - _____.-—-—"' '~ °
- P -
® N
._F - ® L ™ e
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reciclagem autofagolisossomo

Figura 4: Etapas gerais envolvidas na autofagia. Assim que é ativada, a autofagia, de modo geral,
ocorre em 5 etapas bésicas: (1) sequestro do material a ser degradado e formacdo do fagdéforo,
membrana lipoproteica dupla; (2) formacgédo completa do autofagossomo, envolvendo completamente o
conteddo a ser degradado; (3) aproximacéo e fusdo do autofagossomo e autolisossomo, formando o
autofagolisossomo (4); (5) degradacao e reciclagem da carga proteica/membranar, liberando moléculas
para as atividades bioldgicas. A Figura foi traduzida do BioRender.com.

Em 2016, Yoshinori Ohsumi, biélogo molecular, ganhou o Prémio Nobel de
Fisiologia e Medicina por suas descobertas nos processos de degradacdo e
reciclagem celular. Ohsumi, na década de 1990, ficou reconhecido pela identificacéo
de genes que controlam/regulam os processos autofagicos, utilizando como modelo
experimental as leveduras (Saccharomyces cerevisiae) (GIBNEY; CASTELVECCHI,

2016). Atualmente, sabe-se que o processo autofagico é coordenado por um conjunto
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de mais de 30 genes ATG (genes relacionados a autofagia). Esses genes codificam
inUmeras proteinas indutoras e efetoras do fluxo autofagico, envolvidas com a
agregacao, sequestro e englobamento de proteinas mal dobradas e disfuncionais para
gue sejam degradadas no interior do autofagolisossomo. Dentre elas, existe a P62
(também chamada sequestossomo 1 — SQSTM1), proteina de 440 aminoéacidos e
varios dominios de ligacdo. Um desses dominios interage com LC3-Il, proteina
envolvida no processo de formacdo do fagdforo e autofagossomo. A ligacdo de
P62/SQSTML1 a LC3-Il € essencial para o englobamento do contetido a ser degradado
(MIZUSHIMA; KOMATSU, 2011; MIZUSHIMA; YOSHIMORI; LEVINE, 2010; YOSHII,
MIZUSHIMA, 2017). Nos processos autofagicos, durante a etapa de expansao do
fagdforo e formacéo do autofagossomo, a proteina LC3-1l é recrutada e a ela se liga
a proteina P62/SQSTM1 (figura 5) com a carga de proteinas ubiquinadas do
citoplasma. Apds a formacdo do autolisossomo, a LC3-lIl e a P62/SQSTM1 séo
degradadas juntamente com o conteldo internalizado no autofagossomo e sua
membrana interna (KLIONSKY et al., 2021; PLAZA-ZABALA; SIERRA-TORRE;
SIERRA, 2021).

Autofagossomo Autolisossomo/autofagolisossomo

Fagoforo e >
Atg5

Atg12 —— + Fuséo

1 b |
b |
Atg16L1 ‘

Lisossomo

— Liberagdo de
metabolitos

Figura 5: Visé@o geral simplificada do processo molecular da autofagia. Existem 2 principais
complexos proteicos envolvidos com a regulacao do fluxo autofagico: O complexo ULK1 e o complexo
VPS34. Em situacdes de privacdo e/ou reducdo energética (ATP), a proteina AMPK é ativada e
estimula o processo autofagico pela supressdo de mTORC1 e fosforilagdo do complexo ULK1,
ativando-o. ULK1 estimula o complexo VPS34 e d4 inicio ao processo de formacdo do fagdéforo,
membrana dupla que engolfa organelas e proteinas disfuncionais. O complexo Atg5—-Atgl2-Atgl6L1
promove a converséo de LC3-1 em LC3-Il, forma lipidada da LC3 cuja fungéo é promover o crescimento
e maturacao do fagéforo. O material a ser degradado € ubiquinado (Ub) e reconhecido pela proteina
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ubiquinante P62, que possui ponto de ligacdo a LC3-Il. O autofagossomo completamente formado e
com a carga ubiquinada para degradacdo funde-se com o lisossomo, formando o
autolisossomo/autofagolisossomo. No autolisossomo, o meio &cido e as enzimas lisossomais
degradam todo o contelido luminal, inclusive a LC3-Il e P62. ApGs a finalizacdo desse processo
catabdlico, os metabdlitos sao liberados no citoplasma celular para utilizagao em outras vias catabolicas
e anabdlicas. Figura retirada e traduzida de (SHIN, 2020).

A autofagia compreende um conjunto de processos altamente dinamicos e
coordenados. O monitoramento do fluxo autofagico pode ser avaliado, in vitro, por
diversos métodos: (1) microscopia eletrénica, por meio da qual € possivel analisar a
presenca de vacuolos citoplasmaticos, seu conteudo e estagio de maturacéo; (2)
microscopia de fluorescéncia por meio de GFP-LC3, para monitorar a localiza¢éo dos
vacuolos e lisossomos; (3) Western Blotting para LC3 e P62, para avaliacdo do fluxo
autofagico; (4) citometria de fluxo, que permite a quantificacdo de autofagossomos por
sondas fluorescentes; (5) silenciamento de genes relacionados a autofagia (Atg), o
gue permite compreender as proteinas envolvidas no processo (CONDELLO et al.,
2019).

Sendo um processo natural e essencial para a vida e manutencao das células,
a disfuncdo da autofagia esta diretamente implicada com varias DNs como DA, ELA
e DH, inclusive, na DP (MENZIES; FLEMING; RUBINSZTEIN, 2015). Essas doencas
compartilham um mecanismo patogenético molecular e celular comum: apresentam
agregacdo de proteinas mal dobradas/defeituosas que desencadeiam processos
celulares multiplos que resultam na degeneracao neuronal progressiva (FRAKE et al.,
2015; MENZIES; FLEMING; RUBINSZTEIN, 2015). A interrupcao do fluxo autofagico
em diferentes pontos ou estagios pode contribuir intensamente para a progressao de
DNs. Nesse sentido, a busca por estratégias terapéuticas focadas no aumento da
autofagia sdo bastante relevantes para o tratamento e/ou retardamento de disturbios
neurodegenerativos (FESTA et al., 2021; MAJUMDER et al., 2011; MICHIORRI et al.,
2010; SARKAR et al., 2007).
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2.3.Modelos animais da doenca de Parkinson

Modelos animais sao ferramentas importantes no estudo das DNs (BANERJEE et
al., 2022). Em relacao a DP, disturbio neurodegenerativo cronico e incapacitante que
tem se tornado cada vez mais prevalente na populagdo (BLOEM; OKUN; KLEIN,
2021), esse tipo de pesquisa visa compreender quais sdo os fatores desencadeadores
da doenca. A maioria dos modelos replica pontos-chave na cascata
neurodegenerativa, alguns com maior replicabilidade e especificidade do que outros,
obviamente, mas todos com importantes contribuicbes na compreensao do
funcionamento cerebral saudavel e patologico (BANERJEE et al., 2022).

No caso especifico da DP, a literatura cientifica apresenta modelos animais
com diferentes perspectivas ou abordagens. Uma vez que a doenca tem forte cunho
genético, existem modelos baseados no silenciamento ou alteragcbes de genes
especificos responséaveis pelo desenvolvimento do Parkinson (LILL, 2016b; YAO et
al., 2021). No contexto dos fatores ambientais, existem os modelos baseados na
administracdo de neurotoxinas e/ou defensivos agricolas (pesticidas) (REHMAN et al.,
2021). Ainda no aspecto ambiental, ha também os modelos farmacologicos, que se
utiizam de drogas administradas central e/ou perifericamente para induzir
caracteristicas parkinsonianas (BANERJEE et al., 2022; DUTY; JENNER, 2011a). A
escolha do modelo animal depende de qual(is) mecanismos pretende-se analisar,
uma vez que a DP ter carater multissisttmico com diversas vias bioquimicas
envolvidas nos processos neurodegenerativos (IMBRIANI et al., 2018).

Um modelo bastante interessante para o estudo da DP é o da administracao
farmacologica da reserpina (RES), uma substancia extraida de uma planta da espécie
Rauwolfia serpentina. A RES € um alcaloide que foi utilizado por muito tempo para
tratar quadros de hipertensdo (MCQUEEN; DOYLE; SMIRK, 1954). Na ultima década,
essa droga tem sido bastante utilizada como substancia indutora de SM e SNM em
animais, com o objetivo de mimetizar as caracteristicas clinicas, histopatolégicas e
fisiologicas da DP (BISPO et al., 2019, 2022; DOS SANTOS et al., 2021; DRAOUI et
al., 2019; FERNANDES et al., 2008, 2012; GOIS, 2020; IKRAM; HALEEM, 2019; LEAL
et al., 2019b, 2019a; LEAO et al., 2015, 2017; LINS et al., 2018; SANTOS, 2018;
SANTOS et al., 2013).

De maneira geral, estudos com o referido modelo mostram que a reserpina
induz comportamentos do tipo depressao (ANTKIEWICZ-MICHALUK et al., 2014;
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ROJAS-CORRALES et al., 2004; RUIZ; CALLIARI; PAUTASSI, 2018; SKALISZ et al.,
2002), alterac6es na memoria de trabalho (DRAQUI et al., 2019), prejuizos cognitivos
(IKRAM; HALEEM, 2019) e também induz alteragcbes no comportamento motor
(HAMADA; HONMA; HONMA, 2011; HAO et al., 2019; LEAO et al., 2015).
Histopatol6gica e neuroquimicamente, observa-se no modelo caracteristicas classicas
da DP, como reducado de neurbnios dopaminérgicos na via NE, acumulo de a-syn
(GOIS, 2020; LEAO et al., 2017; LEE et al., 2015; VAN ONSELEN; DOWNING, 2021).

Uma marca caracteristica muito relevante do modelo da RES é a avaliacao de
SNM antes dos déficits motores. No Parkinson, os SNM surgem muitos anos antes
dos SM (SCHAPIRA; CHAUDHURI; JENNER, 2017), caracteristicas relacionadas
com vias ndo dopaminérgicas, especificamente 0s sistemas noradrenérgicos e
serotoninérgicos (JELLINGER, 1991). Os estudos nesta fase sintomatologica ndo
motora na DP (fase prodromica) sédo de extrema relevancia para se compreender as
alteracOes iniciais que desencadeiam a doenca e quais fatores sdao atuantes nos
processos neurodegenerativos subsequentes.

O mecanismo de acdo da RES baseia-se no bloqueio do transportador
vesicular de monoamonas 2 (VMAT2) em neurbnios dopaminérgicos,
serotoninérgicos e noradrenérgicos, impedindo seu envesiculamento e,
consequentemente, depletando a liberacdo desses mensageiros quimicos nos
terminais pré-sinapticos (CARLSSON, 1975; DUTY; JENNER, 2011a). Em contraste
com outros modelos animais, a nao seletividade neuronal da RES por neurdnios
dopaminérgicos é particularmente interessante, uma vez que a DP compreende um
estdgio prodrébmico caracterizado por um fenétipo sintomatolégico bastante
heterogéneo e determinado por alteracdes nas vias serotoninérgicas (LEAL et al.,
2019a, 2019b) e noradrenérgicas (GOIS, 2020).

Apesar de seu efeito ndo seletivo, a RES parece afetar de forma mais drastica
0s neurdnios dopaminérgicos devido a sua maior taxa na renovacdo do contetdo de
dopamina (BERTLER, 1961; CARLSSON, 1975). O excesso de dopamina e seus
metabolitos altamente toxicos no meio intracelular dos neurbnios nigrais causam
alteragbes na maquinaria de funcionamento da célula por meio do processo de
geracdo de EROs, que resulta em estresse oxidativo exacerbado e reducdo na
liberacdo de dopamina no corpo estriado (LEAO et al., 2015). Essas alteracdes na via
nigroestriatal geradas pela administracdo de RES séo a base para replicabilidade de
SM e SNM da DP semelhantes a DP.
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Trabalhos recentes com a RES tém mostrado que roedores com danos motores
e cognitivos gerados pela droga apresentam boa resposta de recuperacdo/melhora
frente & agentes quimicos com potencial uso terapéutico (BESERRA-FILHO et al.,
2019; PERES et al., 2016; SANTANA et al., 2021). Mais recentemente, foi mostrado
gue RES causa morte celular neuronal em decorréncia da inibi¢cdo do fluxo autofagico
e acumulo de a-syn em modelo animal de invertebrados (LEE et al., 2015).

Diante de todos os aspectos apresentados até o momento, a escolha do
modelo da RES no presente estudo fundamenta-se no carater progressivo (figura 6)
gerado pela administracdo repetida em baixa dose da droga, replicando os déficits

motores e nao motores, bem como alteracdes neuroquimicas presentes no Parkinson.

Modelo Animal Farmacolégico da Reserpina em
Baixa Dose e DP Humana

= = = Modelos Animais de Neurotoxinas
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Figura 6: Modelo esquematico do curso temporal da gravidade dos déficits motores e alteracdes
neuroquimicas na DP e em diferentes modelos animais. Modelos animais baseados na
administracdo de neurotoxinas como 6 — hidroxidopamina (6-OHDA) e 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-
hidropiridina (MPTP) geram déficits motores e alteragBes neuroquimicas rapidas e intensas (seta de
inicio) que tendem a reduzir e estabilizar ao longo do tempo (seta A), em virtude dos mecanismos
neuronais compensatérios. Em humanos e/ou no modelo animal da reserpina baseado na
administracéo repetida em baixa dose, observa-se uma curva crescente e progressiva (comeca entre
a seta de inicio e a seta A do gréafico), o que permite melhor compreender os mecanismos
fisiopatolégicos que d&o inicio e/ou atuam na progressdo da doenca. Com base nestes pressupostos,
€ importante destacar no gréafico que a seta A (ponto de queda dos déficits motores e alteragGes
neuroquimicas no modelo animal da DP com base em neurotoxinas) equivale de forma contraria a seta
Al da DP humana/modelo animal farmacolégico da reserpina (ponto de intensificacdo dos déficits
motores e altera¢bes neuroquimicas). De forma equivalente, a seta B dos modelos de neurotoxinas
corresponde contrariamente a seta B1 na DP humana/modelo animal farmacolégico da reserpina.
Adaptado de (DEUMENS; BLOKLAND; PRICKAERTS, 2002).
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3. OBJETIVOS
3.1.0bjetivo geral

Avaliar as alteracbes neuroquimicas e comportamentais relacionadas a via

nigroestriatal em modelo experimental de Parkinson induzido por reserpina.

3.2.0bjetivos especificos:

1. Relacionar os déficits motores e ndo motores (alteracbes na massa corporal)
as alteracbes neuroquimicas decorrentes da administracdo repetida e em
diferentes doses de reserpina na via nigroestriatal de ratos.

2. Avaliar as alteragdes na tirosina hidroxilase e a-sinucleina na via nigroestriatal

de ratos submetidos a administracdo repetida e em diferentes doses de

reserpina.

3. Entender a relacéo da via autofagica mediada por LC3-Il e P62/SQTSM1 no
processo de neurodegeneracdo da via nigroestriatal de ratos submetidos a
administracao repetida e em diferentes doses de reserpina.

4. Compreender o papel da proteina DJ1/PARK7 nos processos
neurodegenerativos e relaciona-lo aos processos de morte celular da via
nigroestriatal de ratos submetidos a administracao repetida e em diferentes

doses de reserpina.

5. Auvaliar processos de morte neuronal relacionados a proteina caspase-3 na via
nigroestriatal de ratos submetidos a administracdo repetida e em diferentes

doses de reserpina.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Animais

Neste experimento, foram utilizados 64 ratos (Rattus norvegicus) da linhagem
Wistar, obtidos do biotério setorial do Departamento de Fisiologia, da Universidade
Federal do Sergipe (UFS). Esses ratos tinham entre 6 e 7 meses de idade, pesando,
em meédia, de 350 a 450 gramas. Os animais foram mantidos no biotério do
Laboratério de Neurofisiologia (LNFS) sob condi¢des de ventilacdo e temperatura (22
+ 2°C) adequadas, com ciclo claro/escuro de 12h/12h e acesso livre & agua e comida
(Ad libitum). Eles ficaram alojados em gaiolas plasticas com dimensées de 33 x 40 x
17 cm (maximo de quatro animais por gaiola). Todos os procedimentos experimentais
realizados nesta pesquisa foram aprovados previamente pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animais (CEPA), da UFS (numero do protocolo: 66/2018). Além disso,
0s animais foram tratados de acordo com as orientagbes preconizadas nas leis,
decretos, portarias e resolucdes normativas do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA). Todos os esforcos foram realizados para

minimizar o sofrimento e 0 nimero de animais utilizados no presente estudo.

4.2.Drogas e reagentes

As drogas utilizadas neste experimento foram: (1) Reserpina (Sigma Chemical Co.
St. Louis, MO); (2) Cloridrato de Cetamina (Ketamina®, Agener Uni&o); (3) Cloridrato
de Xilazina (Calmiun®, Agener Unido). O reagente foi 0 acido acético glacial (Vetec,
Rio de Janeiro, BR), 99,7%.

4.3.Procedimentos gerais

Antes de iniciar os testes comportamentais e administracdo das injecdes, 0s
animais foram submetidos ao procedimento de manipulag&o, durante cinco minutos,
por um periodo de cinco dias consecutivos, a fim de habitud-los & presenca e
manuseio dos experimentadores. Além disso, essa manipulacao pré-experimentos
objetivou diminuir comportamentos do tipo ansioso, principalmente, durante os testes
comportamentais. Os experimentos foram realizados, preferencialmente, no mesmo

horario, de 7h as 12h. Ao término das sessfes experimentais de cada animal, os
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aparatos foram limpos com solucdo de etanol a 10%, evitando assim vieses

comportamentais devido a possiveis pistas odoriferas deixadas por outro animal.

Ao final dos testes comportamentais diarios, os animais receberam uma injecao
de RES ou de solucao veiculo (SV) da RES, por via subcutanea, a cada 48h. Foram
preparadas 3 solugdes de RES, a saber: (1) RES 0,1 (0,005 g — dissolvida em 50 pL
de acido acético glacial e esta solucéo foi diluida em 50 mL de agua destilada); (2)
RES 0,2 (0,01 g — dissolvida em 50 pL de acido acético glacial e esta solugéo foi
diluida em 50 mL de &gua destilada); (3) RES 0,5 (0,025 g — dissolvida em 50 pL de
acido acético glacial e esta solucéo foi diluida em 50 mL de &gua destilada). A SV da

RES consistiu em 50 pL de &cido acético glacial diluidos em 50 mL de agua destilada.

4.4.Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos, aleatoriamente, em 4 grupos, com n = 16, cada um
deles: (1) controle (CTRL) — animais tratados com SV; (2) RES 0,1; (3) RES 0,2; (4)
RES 0,5 — animais tratados com uma solucao de reserpina nas doses de 0,1, 0,2 e
0,5 mg/kg, respectivamente. Foram administradas 15 injecfes de RES, uma injecéo a
cada 48h, por via subcutanea (s.c.). Quarenta e oito horas apos a 152 injecéo, 40
animais, 10 de cada grupo, foram decapitados, os encéfalos removidos e dissecados
para obtencdo da regido do estriado e da substancia negra (SN). As estruturas foram
armazenadas em -80 °C para posterior processamento pela técnica de western blot
(WB). Os outros 24 animais, 6 de cada grupo, foram perfundidos e os encéfalos
armazenados em solucao especifica para posterior corte em criostato e preparados
para realizacdo de imuno-histoquimica para TH e a-sinucleina. Uma representacao

esquematica do delineamento experimental € apresentada na figura 1, logo abaixo.
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4.5. Avaliacdo da massa corporea e testes comportamentais

Ao longo do experimento, para obter controle da progressao dos déficits motores,
foram realizados dois testes para avaliagcdo de parametros comportamentais similares
aos encontrados em humanos com DP: os testes de catalepsia e de movimentos orais
(MO). Para avaliagdo de SNM, foi realizada a avaliacdo da massa corporea dos
animais. Os testes comportamentais de avaliacdo motora voluntaria e involuntaria,
bem como a andlise da variacdo de massa entre os diferentes grupos sédo descritos

com maiores detalhes nas subsegdes seguintes.
45.1. Avaliagcdo da massa corporal (MC)

A pesagem dos animais foi realizada a cada 2 injecdes, ou seja, de 4 em 4 dias. A
medicdo da massa corporea (MC) teve 2 objetivos: (1) Utilizacdo da massa de cada
animal para ajustar o volume de RES ou SV administrado; (2) Acompanhar as
alteragcOes ocorridas na massa como consequéncia da administracdo de RES. O peso
bruto (em gramas) de cada animal foi coletado e, ao longo do experimento, foi feita a
analise para observagdo constante das alteracdes. O resultado final é apresentado
em porcentagem (%) e para isso foi utilizada a féormula a seguir: % de massa perdida

= PF/PB x 100 (PF = Peso final; Pl = Peso inicial, ambos em grama).
45.2. Teste de catalepsia

O teste de catalepsia avalia a laténcia para o rato iniciar um movimento
voluntario e corrigir sua postura, a partir de uma posicao inicial imposta pelo
experimentador (SANBERG et al., 1988). Diante disso, o teste foi realizado colocando-
se as duas patas dianteiras do animal sobre uma barra horizontal posicionada a nove
centimetros (9,0 cm) de altura da plataforma de apoio das patas traseiras (figura 7).
Com a ajuda de um cronémetro, foi contabilizado o tempo de permanéncia do animal
na posicao inicial. A contagem foi interrompida no momento de alteracdo dessa
posicao (realizagdo de movimentos voluntarios com uma ou ambas as patas dianteiras
para correcdo da postura imposta inicialmente pelo experimentador). O teste foi
realizado a cada 48h, com trés tentativas consecutivas, cada uma com tempo limite

de 180 segundos. O resultado do teste, a cada 48h, foi a média das trés tentativas.
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Figura 8: Imagem representativa do teste de catalepsia. FONTE: Laboratério de Neurobiologia
Comportamental e Evolutiva (LaNCE).

O teste de MO ¢ utilizado para avaliar movimentos involuntarios e
estereotipados na regiao oral do animal. Consistiu em coloca-lo em uma gaiola (40 cm
x 40,5 cm x 20 cm), com espelhos na base e atrés, o que possibilitou ao pesquisador
avisualiza¢do dos movimentos do rato em varios angulos (figura 8). Os animais foram
avaliados de forma individual, por 10 minutos e, nesse teste, foram observados 2
parametros: (1) O movimento de mastigacdo no vacuo/vazio (MMV), caracterizado
pela movimentacdo da mandibula no plano vertical, ndo direcionada a qualquer
estimulo e/ou material fisico; (2) O tempo de tremor em repouso (TTR), relacionado
aos tremores da regido oral do animal, principalmente a mandibula. Uma vez que o
teste se baseia na avaliacdo de SM, ele foi realizado nos 10°, 20° e 30° dias, 48h apos
a 52 102 e 152 injecOes, respectivamente. A contagem dos parametros supracitados
foi interrompida durante o grooming de cada animal.
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Figura 9: Imagem representativa do teste de MO. FONTE: Laboratério de Neurobiologia
Comportamental e Evolutiva (LaNCE).

4.6.Perfusdo dos animais

Os animais foram perfundidos no dia 30, 48h apoés a ultima inje¢do de RES ou SV.
Para isso, foram anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetamina (150 mg/kg)
e xilazina (15 mg/kg), por via intraperitoneal. Completamente anestesiados, de modo
geral, foi realizada uma incisdo no musculo diafragma para expor o coracéo. Foi feita
a perfusdo transcardiaca com tampéao fosfato salina (PBS, pH 7,2 — 7,4) para a
lavagem dos vasos, por 10 minutos, e, posteriormente, com paraformaldeido 4%
(PFA) em tampéo fosfato (PB, pH 7,4, 100 mmol/L), por 15 minutos, para fixagdo dos
tecidos. Apoés a perfuséo, os encéfalos foram removidos e mergulhados em PFA a
4%, a 4°C, por 24h. Sequencialmente, os encéfalos foram acondicionados em solucao

de sacarose a 30% e crioprotegidos a temperatura de 4°C.

4.7.0btencédo das areas de interesse

Para a realizacdo da imuno-histoquimica, os encéfalos foram seccionados, na sua

totalidade, em criostato a 50 pum, a temperatura de -20°C, para obter as areas de
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interesse do estudo (estriado e substancia negra). As sec¢fes foram distribuidas,
sequencialmente, em 4 compartimentos contendo solucdo anticongelante a base de
PB e etilenoglicol. Por fim, o material foi armazenado a 4°C até a realizacao da bateria

de imuno-histoquimica.
4.8.Imuno-histoquimica paratirosina hidroxilase (TH) e a-syn

A imuno-histoquimica (IHQ) foi realizada de acordo com o protocolo estabelecido
em nosso laboratorio e consistiu nos seguintes passos: (1) lavagem dos tecidos em
tampéao fosfato (PB) 0,1 mol/L, pH 7,4, quatro vezes, por 5 min cada; (2) lavagem dos
tecidos em PB + 4gua oxigenada (H20:2), para bloqueio da peroxidase enddgena, por
20 min; (3) repeticdo do procedimento 1; (4) lavagem do material em leite desnatado,
para bloqueio de liga¢cBes inespecificas, durante 15 min; (5) encubacdo dos tecidos
no anticorpo primario monoclonal anti-proteina de interesse (TH (produzido em
coelho, AB152 Chemicon, USA, concentracao de 1:3.000); diluido em Triton-X 100 e
mantidos overnight (de 12h a 18h) em agitador automatico; (6) repeticdo do
procedimento 1; (7) encubacao dos tecidos no anticorpo secundario biotiniliado anti-
anticorpo primario para TH (anti-coelho produzido em cabra, Sigma Chemical
Company, concentracdo de 1:1.500), diluidos em Triton-X 100 (0,4%) e mantidos sob
agitacdo automética por 2h; (8) repeticdo do procedimento 1; (9) encubacdo do
material no ABC (Complexo Avidina-Biotina, ABC Elite kit, Vector Labs, Burlingame,
USA concentracado de 1:1000), diluido em Triton-X 100 (0,4%) + NaCl 0,9%, e mantido
no agitador por duas horas; (10) repeticdo do procedimento 1; (11) revelacdo do
material por meio de lavagens dos tecidos em uma solu¢cdo de Diaminobenzidina
(DAB) + H202; (12); repeticdao do procedimento 1; (13) montagem do tecido em
laminas gelatinizadas. Apés a montagem, o material foi reidratado, intensificado em
tetroxido de 6smio 0,1% e submetido a uma bateria de desidratacdo em alcool e xilol.

As laminas foram cobertas com meio de montagem e fixagdo de uma laminula.
4.9.Aquisicdo de imagens e contagem de células

As imagens das laminas foram obtidas com uma camera fotogréfica digital modelo
monocromatico (Ds-Filc, Nikon Corporation inc., Japan) acoplada a um microscopio
optico (Nikon Eclipse Ci-S, Nikon Corporation inc., Japan), e programa de computador

especifico para essa finalidade (Ds-U3, Labconco Corporation inc., USA). Para
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obtencdo das areas corretas para analise, foi utilizado como referéncia o atlas do
encéfalo de ratos (The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates) (PAXINOS; WATSON,
2005). Feito isso, para cada animal analisado, foram tiradas imagens dos cortes no
aumento de 10X, no qual foi possivel obter toda a extensado da &rea pretendida, além

da presenca ou auséncia de células imunorreativas na regiao.

Para cada area, de cada animal, foram tiradas 4 imagens (de quatro seccdes
distintas). A contagem de células correspondeu a média entre as quatro secgdes das
respectivas areas. Para esta andlise quantitativa, foram utilizadas imagens do estriado
e da substancia negra (TH — estriado e SNpc; a-syn — estriado e SNpr). Todas as
células imunorreativas a TH da SNpc foram contadas utilizando o software ImageJ
(versao 4.8). As contagens foram realizadas de forma “cega’, sem que o
experimentador soubesse a que grupo pertencia cada imagem analisada. Os dados
foram normalizados pela média dos valores obtidos nos animais pertencentes ao

grupo controle.

4.10. Avaliacéo por densitometria 6ptica (DO)

As etapas para a andlise de DO foram similares aos descritos para a contagem de
células no que tange a referéncia utilizada para obtencdo da &rea de interesse
(PAXINOS; WATSON, 2005), quantidade de fotos por animal e normalizacdo dos
resultados obtidos pela média do grupo controle. Para garantir resultados fidedignos,
as imagens foram submetidas a mesma intensidade de luz, sem passar por qualquer
modificacdo de brilho ou contraste. A DO relacionada a imunomarcacao para TH foi
realizada na regido do estriado. Para a imunomarcagao para a-syn, a DO foi feita no
estriado e na SNpr. Os procedimentos da DO foram: (1) transformar as imagens em
preto e branco; (2) inversao das cores da imagem (o que era preto ficou branco e vice-
versa); (3) delineamento e mensuracao da area de interesse, mantendo-se um padréo
de tamanho do quadrante. Os dados apresentados corresponderam a média entre as

guatro seccdes das respectivas areas de cada animal.

4.11. Dissecacdao das areas cerebrais

No dia 30, 48h apds a 152 injecdo, 40 animais, 10 de cada de cada grupo, foram

mortos por decapitacdo. Os encéfalos foram removidos imediatamente e colocados
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em uma placa de Petri forrada com papel aluminio para dissecacdo da substancia
negra e estriado. Como referéncia para a disseccao correta das areas mencionadas,
foi utilizado como referéncia o atlas do encéfalo de ratos (The Rat Brain in Stereotaxic
Coordinates) (PAXINOS; WATSON, 2005). Todo o procedimento de dissecacéo foi
realizado com a placa e as amostras mantidas em gelo. As areas retiradas foram
pesadas e imediatamente armazenadas a -80 °C para posterior andlise proteica pela
técnica de Western Blot (WB).

4.12. Western blot (WB)

As estruturas foram maceradas e homogeneizadas em solugdo de lise. As
amostras foram centrifugadas e o sobrenadante coletado para andlise proteica. Foi
feita a eletroforese e posterior imunodeteccéo para as proteinas LC3-1l, P62/SQTSM1,
PARK7/DJ-1 e caspase-3. As estruturas (substancia negra — SN e estriado) foram
homogeneizados em tampéo de lise (Tris 200 mM, pH 8,0; NaCl 150 mM; EDTA 10
Mm; Triton X-100 1%; desoxicolato de sodio 0,5%; coquetéis inibidores de protease e
de fosfatase). As amostras foram maceradas e homogeneizadas na solu¢ao, sempre
mantidas em gelo para evitar a degradacgéao proteica. O lisado foi centrifugado por
cinco minutos a 7.000g, a uma temperatura de 4°C. O sobrenadante foi coletado,
aliquotado e armazenado em freezer a -80°C.

O fracionamento das proteinas do lisado foi realizado por SDS-PAGE (eletroforese
em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sé6dio). Foram utilizados géis de
poliacrilamida 12% ou 15%. As proteinas foram transferidas para uma membrana de
PVDF (Fluoreto de Polivinilideno). A membrana foi incubada, por 1h, com TBS-T ((Tris
50 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1%, pH 7,4) contendo BSA a 5%.
Sequencialmente, a membrana foi incubada no anticorpo primario (produzido em
coelho — diluicdo de 1:1000), por 1h, em temperatura ambiente. Em seguida, a
membrana foi lavada 3x com TBS-T, durante cinco minutos cada lavagem. A
membrana foi incubada no anticorpo secundario conjugado com peroxidase
(produzido em coelho — diluigdo de 1:10.000), também por 1h. Por fim, a membrana
foi lavada cinco vezes, por 5 minutos, com TBS-T.
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4.13. Andalise dos Géis

As imagens dos géis foram analisadas por meio do programa ImageJ. O controle
de normalizacdo das amostras foi realizado por meio do Ponceou S, isto é, os dados

foram normalizados pela quantidade de proteina total (SANDER et al., 2019).

4.14. Andlise estatistica

Inicialmente, os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk
e apresentaram distribuicdo normal, assim, foram aplicados testes paramétricos
apropriados. Para andlise das diferencas nos testes comportamentais de catalepsia e
de MO, bem como para as alterac6es na MC, foi utilizada a ANOVA de duas vias de
medidas repetidas, seguida do poOs-teste de Fisher's. A analise de células
imunorreativas para TH e a-syn (DO no estriado e contagem na SN foi feita por meio
da ANOVA de uma via, também seguida do poés-teste de Fisher's. Os dados
apresentados foram expressos em média + erro padrdo da média (+ E.P.M) com nivel
de significancia de p < 0,05 considerado para diferencas estatisticamente
significativas. Estas analises foram realizadas com a utilizacéo do software Graphpad
Prism 8.0.
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5. RESULTADOS

Inicialmente, sdo apresentados os resultados das alteracées na MC, seguidas das
avaliacbes motoras voluntaria (teste de catalepsia) e involuntaria (MO).
Sequencialmente, sdo relatados os dados neuroquimicos para os diferentes
marcadores moleculares supracitados nos materiais e métodos (TH, a-syn, LC3-Il,
P62/SQTSM1, PARK7/DJ-1 e caspase-3, nesta ordem).

5.1. Alteracdes na massa corporal dos animais

Ao longo de todo o experimento, o peso corporal dos animais foi acompanhado
a cada duas injecoes. A ANOVA de duas vias de medidas repetidas evidenciou efeito
do tratamento (CTRL X RES - [F (3, 60) = 104,9; p < 0,0001]), do tempo (dias de
tratamento — [F (8, 480) = 104,6; p < 0,0001)) e interac&o tempo X tratamento ([F (24,
480) = 44,69; p < 0,0001]). O poés-teste de multiplas comparacdes de Fisher's LSD
revelou redugédo de MC dos animais tratados com RES nas diferentes doses quando
comparados ao grupo CTRL. Houve reducédo na MC dos grupos RES 0,5 em relagéo
aos grupos CTRL, RES 0,1 e RES 0,2, respectivamente, do dia 8 (48h apds a 42
injecdo) até o ultimo do experimento, no dia 30 (48h apds a 152 injecao — [RES 0,5 X
CTRL: ps; p12; p16; pzo; p24; pzs; p3o< 0,0001; RES 0,5 X RES 0,1: ps; p12; plG; pzo; p24;
p?8; p%°< 0,0001; RES 0,5 X RES 0,2: p&; p*?%; p¢; p?% p?4; p?8; p°° < 0,0001] — figura
10 — barra a).

O grupo RES 0,2, em relagéo ao grupo CTRL e 0 RES 0,1, também apresentou
reducdo significativa da MC. O grupo RES 0,2, em relacdo ao CTRL, apresentou
reducdo da MC no 8° dia (48h apds a 42 injecao) e continuou a reduzir até o fim do
experimento, no dia 30 (48h apds a 152 injecdo — [RES 0,2 X CTRL: p8=0,0229; p*?;
pl; p?0; p?4; p?8; p3°< 0,0001] - figura 10 — barra b). O grupo RES 0,2, em relagéo ao
RES 0,1, teve reducdo da MC no 12° dia (48h apoOs a 62 injecdo) e as diferencas
seguiram até o ultimo do experimento, no dia 30 (48h apds a 152 injecdo — [RES 0,2
X RES 0,1: p*?; p'%; p?%; p?%; p?8; p3°< 0,0001] — figura 10 — barra c). O grupo RES
0,1, emrelagcédo ao CTRL, apresentou reducdo da MC do dia 16 (48h ap0s a 82 inje¢ao)
ao até o final do experimento (48h ap6s a 152 injecédo — [p'® = 0,0209; p?° = 0,0075;
p?*=0,0045; p?8; p3°< 0,0001] — figura 10 — barra d).
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Figura 10: Efeito da administrac&o repetida e em diferentes doses de RES na massa corpdrea
dos animais. A RES administrada repetidamente e em baixas doses (0,1, 0,2 e 0,5 mg/kg), a cada
48h, levou a uma reducéo gradativa da MC dos animais tratados com RES, principalmente nos grupos
RES 0,5 e RES 0,2, respectivamente. O grupo RES 0,5 apresentou reducdo da MC em relacdo ao
CTRL, RES 0,1 e 0,2 do 8° ao 30° dia (barra a). O grupo RES 0,2 apresentou redu¢cdo da MC em
relacdo ao CTRL do 8° ao 30° dia (barra b). Em relagédo ao grupo RES 0,1, o grupo RES 0,2 apresentou
reducdo da MC do 12° ao 30° dia (barra c). O grupo RES 0,1 apresentou redu¢cédo da MC em relagéo
ao CTRL do 16° ao 30° dia (barra d). Os valores descritos estdo expressos como média e erro padrao
da média (E.P.M).

5.2. Alteracbes comportamentais motoras
5.2.1. Comportamento motor no teste de catalepsia

Na catalepsia, foi observado, por meio da ANOVA de duas vias de medidas
repetidas, efeito do tratamento (CTRL X RES - [F (3, 60) = 49,22; p < 0,0001]), do
tempo (dias de tratamento — [F (15, 900) = 140,7; p < 0,0001]) e interacdo tempo X
tratamento ([F (45, 900) = 23,17; p < 0,0001]). O pés-teste de multiplas comparacdes
de Fisher's LSD revelou diferencas significativas na laténcia para a realizacdo de
movimentos nos grupos RES quando comparados ao CTRL, além de diferencas entre
os grupos RES. O grupo RES 0,5 apresentou maior tempo para sair da posicao inicial
em relacdo ao CTRL e os grupos RES 0,1 e RES 0,2 a partir do dia 6 (48h apés a 32
injecdo). As diferencgas entre RES 0,5 e CTRL se mantiveram até o fim do experimento
(RES 0,5 X CTRL — [p® = 0,0206; p&; pt%; p'2; pi4: p6; pi8; p20; p22; p24; p26; p28 e p30<
0,0001] - figura 11 — barra a).
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As diferencas entre RES 0,5 e RES 0,1 seguiram do dia 6 ao dia 18 (48h ap0s
a 92 injecdo — [p® = 0,0084; p8; p% p'% p'4 p'®< 0,0001; p® = 0,0066] — figura 11 —
barrab). Nos dias 22 e 26 (48h ap0s a 112 e a 132 injecdes, respectivamente) também
foram observadas diferengas entre RES 0,5 e RES 0,1, porém, contrariamente ao
observado inicialmente, isto €, RES 0,1 apresentou maior laténcia para realizacao de
movimentos quando comparado ao grupo RES 0,5 (RES 0,1 X RES 0,5 — [p? =
0,0040; p?® = 0,0002] - figura 11 — b). As diferencas entre RES 0,5 e RES 0,2
seguiram do dia 6 ao dia 12 (48h apds a 62 injecdo — [p® = 0,0172; p8; p'% < 0,0001;
p'2=0,0017] - figura 11 — barra c¢). Nos dias 22, 24, 26 e 28 (48h ap6s a 112, 122,
132 e 142 injecdes, respectivamente) também foram observadas diferencas entre RES
0,5 e RES 0,2, entretanto, contrariamente ao observado inicialmente, ou seja, RES
0,2 apresentou maior laténcia para realizacdo de movimentos quando comparado ao
grupo RES 0,5 (RES 0,2 X RES 0,5 — [p?? = 0,0014; p?* = 0,0008; p2¢ = 0,0001; p?® =
0,0307] — figura 11 — c).

Também foram observadas diferencas entre o grupo RES 0,2 e 0s grupos
CTRL e RES 0,1. O grupo RES 0,2, em relagéo ao CTRL, apresentou maior tempo de
permanéncia na barra a partir do dia 10 (48h apos a 52 injecdo) e essas diferencas
seguiram até o final do experimento ([p°; p!?; p4; pl®; p'8; p?°; p??; p?; p?%; p® e pP <
0,0001] —figura 11 — barra d). O grupo RES 0,2, em relacédo ao RES 0,1, apresentou
maior laténcia na execucao de movimentos do dia 10 (48h apos a 52 injecéo) ao dia
20 (48h apods a 102 injecéo — [p'%; p'?; pt4; pl®< 0,0001; p'8=0,0025; p?°= 0,0081] -
figura 11 —barrae). O grupo RES 0,1, em relagcdo ao CTRL, apresentou maior tampo
de laténcia do dia 12 (48h apds a 62 injecdo) até o fim do experimento ([p*?= 0,0189;
P4 p's; pt8; p?0; p??; p?4; p?%; p?® e p*° < 0,0001] — figura 11 — barra f).
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Figura 11: Efeito da administracdo repetida e em diferentes doses de RES no teste de catalepsia.
A RES administrada repetidamente e em baixas doses (0,1, 0,2 e 0,5 mg/kg), a cada 48h, induziu
aumento progressivo no tempo de permanéncia dos animais na barra. O grupo RES 0,5, em relacéo
ao CTRL, apresentou danos motores do dia 6 ao dia 30 (barra a). O grupo RES 0,5, do dia 6 ao dia 18,
permaneceu mais tempo na barra em relacdo ao RES 0,1 (barra b). A barra ¢ indica o maior tempo na
barra do grupo RES 0,5 em relacdo a20 RES 0,2, com inicio no dia 6 e término no dia 12. Os simbolos
b e c indicam diferengas pontuais entre RES 0,5 X RES 0,1 (b) e RES 0,5 X RES 0,2 (c), representando
maior laténcia na execucdo de movimentos dos grupos RES 0,1 e 0,2 em relacdo ao RES 0,5. Do 10°
ao 30° dia, o grupo RES 0,2 apresentou maior dificuldade para realizacdo de movimentos voluntarios
em relacdo ao CTRL (barra d). Do 10° ao 20° dia, o grupo RES 0,2 apresentou maior dificuldade para
realizacdo de movimentos voluntarios em relagdo ao grupo RES 0,1 (barra e). O grupo RES 0,1
apresentou maior dificuldade para realizacdo de movimentos voluntérios em relagdo ao CTRL do dia
12 até o fim do experimento (barra f). Os valores descritos estdo expressos como média e erro padrao
da média (E.P.M).

5.2.2.  Comportamento motor no teste de movimentos orais (MO):

Para o parametro motor de movimento de mastigacdo no vazio (MMV), a
ANOVA de duas vias de medidas repetidas revelou efeito do tratamento (RES X CTRL
—[F (3, 60) = 37,68; p < 0,0001]), do tempo (dias de tratamento — [F (2, 120) = 39,56;
p < 0,0001]) e também foi observada a interacao tempo X tratamento ([F (6, 120) =
6,123; p < 0,0001]). O pos-teste de multiplas comparacdes de Fisher’s LSD revelou
diferencas significativas entre o grupo RES 0,5 e os grupos CTRL, RES 0,1 e RES 0,2
no dia 10 (48h apos a 52 injecéo), resultando em aumento significativo dos MMV ([RES
0,5 X CTRL; p < 0,0001; RES 0,5 X RES 0,1; p < 0,0001; RES 0,5 X RES 0,2; p =
0,0398] — figura 12A (x) — 10° dia). As mesmas diferencas foram observadas entre o
grupo RES 0,2 e os grupos CTRL e RES 0,1, respectivamente ([RES 0,2 X CTRL; p
= 0,0002; RES 0,2 X RES 0,1; p = 0,0094] — figura 12A (») — 10° dia).
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No dia 20 (48h apoés a 102 injec&o), foram observados aumentos no nimero de
MMV entre o grupo RES 0,5 e os grupos CTRL e RES 0,1, respectivamente ([RES 0,5
X CTRL; p<0,0001; RES 0,5 XRES 0,1; p <0,0001]), assim como entre o grupo RES
0,2 e os grupos CTRL e RES 0,1, respectivamente ([RES 0,2 X CTRL; p < 0,0001;
RES 0,2 X RES 0,1; p < 0,0001] — figura 12A () — 20° dia). O grupo RES 0,1, em
relacdo ao CTRL, também apresentou aumento dos MMV ([RES 0,1 X CTRL; p =
0,0027] — figura 12A () — 20° dia). No dia 30, foi observado aumento do numero de
MMV entre todos os grupos RES e o CTRL ([RES 0,5 X CTRL; p < 0,0001; RES 0,2
X CTRL; p <0,0001; RES 0,1 X CTRL; p = 0,0002] — figura 12A () — 30° dia).

Para o parametro motor de tempo de tremor em repouso (TTR), a ANOVA de
duas vias de medidas repetidas revelou efeito do tratamento (RES X CTRL — [F (3,
60) = 10,85; p < 0,0001]), ndo houve efeito do tempo (dias de tratamento — [F (2, 120)
=1,786; p = 0,1721]) e também ndo foi observada a interacdo tempo X tratamento ([F
(6, 120) = 1,269; p = 0,2766]). O pos-teste de multiplas comparacdes de Fisher's LSD
revelou aumento do TTR do grupo RES 0,5 em relacédo ao CTRL, no dia 10 (48h apos
a 52 injecao - [RES 0,5 X CTRL; p = 0,0264] — figura 12B (x) — 10° dia). Do mesmo
modo, houve aumento significativo do TTR no grupo RES 0,2 quando comparado aos
grupos CTRL e RES 0,1, respectivamente ([RES 0,2 X CTRL; p = 0,0064; RES 0,2 X
RES 0,1; p = 0,0457] — figura 12B () — 10° dia). No dia 20 (48h apos a 10?2 injecao),
foi observado aumento no TTR entre todos os grupos RES e o grupo CTRL ([RES 0,5
X CTRL; p = 0,0135; RES 0,2 X CTRL; p = 0,0001; RES 0,1 X CTRL; p = 0,0338] —
figura 12B — 20° dia). No dia 30, foi observado aumento no TTR entre os grupos RES
0,5 e RES 0,2 em relagéo ao CTRL ([RES 0,5 X CTRL; p < 0,0001; RES 0,2 X CTRL;
p = 0,0022] —figura 12B (x) — 30° dia). O grupo RES 0,5 também apresentou aumento
do TTR em relagcéo ao RES 0,1 ([RES 0,5 X RES 0,1; p = 0,0029] — figura 12B (x) —
300 dia).
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Figura 12: Efeito da administracéo repetida e em diferentes doses de RES no teste de MO. A
RES administrada repetidamente e em baixas doses (0,1, 0,2 e 0,5 mg/kg), a cada 48h, nos 10°, 20° e
300 dias, induziu aumento no nimero de MMV (A) nos grupos RES em relagao ao grupo CTRL, bem
como entre eles. No dia 10, o grupo RES 0,5 apresentou aumento no nimero de MMV em relacéo ao
CTRL, 0,1 e 0,2 (+). De forma equivalente, RES 0,2 apresentou aumento nos MMV quando comparado
ao CTRL e RES 0,1 (). No 20° dia, o aumento no nimero de MMV foi observado entre os grupos RES
0,2 e RES 0,5 em relacdo ao CTRL e RES 0,1 (). Também ocorreu aumento no nimero de MMV no
grupo RES 0,1 em relacdo ao CTRL (#). No 30° dia, os trés grupos RES apresentaram aumento no
namero de MMV em relacdo ao controle, mas ndo entre si. De modo semelhante, a RES induziu
aumento no TTR (B) nos grupos RES quando comparados ao grupo CTRL e também entre si. No dia
10, o grupo RES 0,5 mostrou aumento no TTR em relacdo ao CTRL (#). J& o RES 0,2 evidenciou
aumento no TTR em relac@o ao CTRL e ao RES 0,1 (). No 20° dia, todos os grupos RES mostraram
aumento no TTR em relacdo ao CTRL. No 30° dia, os grupos RES 0,2 e 0,5 evidenciaram aumento do
TTR quando comparados ao CTRL () e o RES 0,5 em relacdo ao RES 0,1 (). Os valores descritos
estdo expressos como média e erro padréo da média (E.P.M).

5.3. Alteragcfes neuroquimicas na via nigroestriatal:
5.3.1. Alteragdes na proteina tirosina hidroxilase (TH)

A ANOVA de uma via mostrou efeito do tratamento na imunorreatividade para
TH tanto na regido do estriado (RES X CTRL — [F (3, 20) = 5,621; p = 0,0058]) quanto
na SNpc (RES X CTRL — [F (3, 20) = 5,929; p = 0,0046]) dos 3 grupos RES quando
comparados ao grupo CTRL (para ambas as regides). Todavia, ndo houve diferencas
entre os grupos RES. O pos-teste de Fishers LSD mostrou reducdo na
imunomarcacao de TH estriatal de aproximadamente de 62% (RES 0,1), 54% (RES
0,2) e 50% (RES 0,5) em relacdo ao CTRL (RES 0,1 X CTRL — p = 0,0014; RES 0,2
X CTRL — p =0,0043; RES 0,5 X CTRL — p = 0,0072 — figura 13A — representacao
gréfica; figuras 13 C, D, E e F - figuras representativas). Na regidao da SNpc, o
pés-teste de Fisher's LSD mostrou reducao de células TH* de aproximadamente 19%
(RES 0,1), 22% (RES 0,2) e 29% (RES 0,5) em relagédo ao CTRL (RES 0,1 X CTRL —
p = 0,0196; RES 0,2 X CTRL — p = 0,0067; RES 0,5 X CTRL — p = 0,0006 — figura
13B - representacdao gréfica; figuras 13 C", D", E" e F* —figuras representativas).
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Figura 13: Efeito da administracéo repetida e em diferentes doses de RES na imunorreatividade
para célula TH* na regido do estriado e da SNpc. A RES administrada repetidamente e em baixas
doses (0,1, 0,2 e 0,5 mg/kg), a cada 48h, levou a uma expressiva reducdo na densidade de terminais
dopaminérgicos no corpo estriado (A — gréfico; C, D, E, F —figuras representativas) e queda significativa
no numero de células TH* na SNpc (B — gréafico; C’, D", E", F* — figuras representativas) de todos os
grupos RES em relacdo ao grupo CTRL. Os valores descritos estdo expressos como média e erro
padrdo da média (E.P.M).
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5.3.2.  Alteragdes na proteina a-sinucleina (a-syn)

A ANOVA de uma via mostrou efeito do tratamento na imunorreatividade para
a-syn tanto na regido do estriado (RES X CTRL — [F(3, 24) = 4,896, p = 0,0085]) quanto
na SNpr (RES X CTRL — [F(3, 20) = 6,867, p = 0,0017]) dos 3 grupos RES quando
comparados ao grupo CTRL (para ambas as regides). Nao houve diferengas entre os
grupos RES no estriado, no entanto, foram observadas diferencas entre os grupos
RES 0,5 e RES 0,1 e 0,2 na SNpr. O pés-teste de Fisher’'s LSD mostrou aumento na
imunomarcacao de a-syn estriatal de aproximadamente de 19% (RES 0,1), 26% (RES
0,2) e 21% (RES 0,5) em relagdo ao CTRL (RES 0,1 X CTRL — p = 0,015; RES 0,2 X
CTRL — p = 0,001; RES 0,5 X CTRL — p = 0,007 — figura 14A — representacao
grafica; figuras 14C, D, E e F —figuras representativas). Na regido da SNpc, o pos-
teste de Fisher's LSD mostrou aumento de células TH* de aproximadamente 18%
(RES 0,1), 19% (RES 0,2) e 39% (RES 0,5) em relagdo ao CTRL (RES 0,1 X CTRL —
p =0,048; RES 0,2 X CTRL —p =0,032; RES 0,5 X CTRL — p <0,001). Além disso, 0
grupo RES 0,5 apresentou maior reatividade quando comparado aos grupos RES 0,1
e RES 0,2 (aproximadamente 20% e 21%, respectivamente — RES 0,5 X RES 0,1 - p
=0,021 RES 0,5 XRES0,2-p=0,032 —figura 14B —representacao gréafica; figuras

14C", D, E" e F" —figuras representativas).



39

>
™

ESTRIADO SNpr

-
5
]

1.5+ *

1.0~ -

Imunorreatividade para a-sin
(Densidade optica normalizada pelo CTR)

-
n

Imunorreatividade para a-sin
(Densidade éptica normalizada pelo CTR)
b

lJ L
CTR RES 0,1

T T
CTR RES0,1 RES0,2 RESO05 RES0,2 RESO05

ESTRIADO SNpr
14
-
-—
(2]
wl
14
N
(2]
w
(12
wn
(2]
w
(12

Figura 14: Efeito da administracéo repetida e em diferentes doses de RES na imunorreatividade
para célula a-syn naregido do estriado e da SNpr. A RES administrada repetidamente, e em baixas
doses (0,1, 0,2 e 0,5 mg/kg), a cada 48h, levou a um aumento de células imunorreativas para a-syn no
estriado de todos os grupos RES em relagdo ao grupo CTRL (A - gréfico; C, D, E, F — figuras
representativas). O mesmo resultado foi observado na SNpr, com o diferencial de que também houve
aumento de células imunorreativas para a-syn do grupo RES 0,5 em relagéo aos grupos RES 0,1 e 0,2
(B —gréfico; C", D', E’, F" — figuras representativas). Os valores descritos estdo expressos como média
e erro padrao da média (E.P.M).
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5.3.3.  Alteragdes na proteina LC3-II:

Na regido da SN, a ANOVA de uma via ndo mostrou efeito do tratamento (RES
X CTRL —[F (3, 36) = 0,5536; p = 0,6491]) na concentracéo da proteina LC3-II (figura
15A/A1). Por outro lado, a ANOVA revelou efeito do tratamento (RES X CTRL — [F (3,
36) = 3,001; p = 0,0431]) na concentragédo deste marcador na regidao do estriado. O
pés-teste de Fisher's LSD mostrou aumento da LC-1l no estriado de animais tratados
com RES 0,2 (P = 0,0312) e RES 0,5 (P = 0,0105) em relacdo ao grupo CTRL. O
aumento na concentracao da LC-IlI correspondeu a aproximadamente 50% e 60%
para os grupos RES 0,2 e RES, 0,5, respectivamente, em relacdo ao grupo CTRL
(figura 15B/B1).
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Figura 15: Efeito da administracao repetida e em diferentes doses de RES na concentragcdo de
LC3-ll naregido da SN e estriado. A RES administrada repetidamente e em baixas doses (0,1, 0,2 e
0,5 mg/kg), a cada 48h, ndo alterou de forma significativa a concentragéo da LC3-1l na SN de todos os
grupos RES (0,5, 0,2 e 0,1) em relagdo ao grupo CTRL (A1). Em contrapartida, observamos aumento
de LC-Il no estriado dos grupos RES 0,2 e RES 0,5 em relagdo ao CTRL (B1). A (SN) e B (estriado)
sdo imagens representativas dos géis normalizados pelo ponceau. Os valores descritos estdo
expressos como média e erro padrdo da média (E.P.M).
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5.3.4. Alteragdes na proteina P62/SQTSML1:

A ANOVA de uma via, na regido da SN, evidenciou efeito do tratamento (RES
X CTRL —[F (3, 36) = 15,01; p < 0,0001]) na concentracéo da proteina P62/SQTSM1
(figura 16A/A1). O pés-teste de Fisher's LSD mostrou aumento na concentracdo de
P62/SQTSM1 na SN do grupo RES 0,5 de aproximadamente 203% em relacdo ao
grupo controle (RES 0,5 X CTRL — p < 0,0001); de aproximadamente 140% em
relacdo ao grupo RES 0,1 (RES 0,5 X RES 0,1 — p = 0,0003) e de aproximadamente
150% em relagao ao grupo RES 0,2 (RES 0,5 X RES 0,2 — p = 0,0001). O mesmo
pés-teste evidenciou concentracdo aumentada de P62/SQTSM1 de aproximadamente
90% na SN do grupo RES 0,1 em rela¢do ao CTRL (RES 0,1 X CTRL —p =0,0142) e
de aproximadamente 80% quando comparados os grupos RES 0,2 e CTRL (RES 0,2
X CTRL — p =0,0279). Na regido do estriado, a ANOVA de uma via ndo mostrou efeito
do tratamento (RES X CTRL — [F (3, 36) = 0,02462; p = 0,9947]) na concentracao da
proteina P62/SQTSM1 (figura 16B/B1).
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Figura 16: Efeito da administracéo repetida e em diferentes doses de RES na concentracdo de
P62/SQTSM1 naregido da SN e estriado. A RES administrada repetidamente e em baixas doses (0,1,
0,2 e 0,5 mg/kg), a cada 48h, aumentou de forma significativa a concentracdo da P62/SQTSM1 na SN
de todos os grupos RES (0,5, 0,2 e 0,1) em relacé@o ao grupo CTRL (A1). O grupo RES 0,5 apresentou
aumento na concentracdo da P62/SQTSM1 em relacéo a todos os outros grupos (CTRL, RES 0,1 e
0,2) (x). Nos grupos RES 0,1 e RES 0,2 também foi observado aumento na concentracdo deste
marcador em relagéo ao CTRL (»). Em contrapartida, ndo foi observado aumento na concentracdo da
P62/SQTSM1 na regido dos estriado dos animais tratados com RES (B1). A (SN) e B (estriado) séo
imagens representativas dos géis normalizados pelo ponceau. Os valores descritos estdo expressos
como média e erro padréo da média (E.P.M).
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5.3.5. Alteragdes na proteina PARK7/DJ-1:

A ANOVA de uma via evidenciou efeito do tratamento na concentracdo da
proteina PARK7/DJ-1 naregido da SN (RES X CTRL - [F (3, 36) = 15,45; p < 0,0001])
e também no estriado (RES X CTRL - [F (3, 36) = 3,117; p = 0,0380]). Na SN, o p6s-
teste de Fisher's LSD mostrou aumento na concentracédo de PARK7/DJ-1 no grupo
RES 0,5 de aproximadamente 138% em relacao ao grupo controle (RES 0,5 X CTRL
— p < 0,0001) e de aproximadamente 116% em relacdo aos grupos RES 0,1 e 0,2
(RES0,5X RES 0,1 e RES 0,2 - p <0,0001 - figura 17A/Al). Na regiédo do estriado,
0 pos-teste de Fisher's LSD mostrou aumento na concentragdo de PARK7/DJ-1 de
aproximadamente 51% em relacéo ao grupo CTRL (RES 0,5 X CTRL — p = 0,0364 —
figura 17B/B1).
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Figura 17: Efeito da administracdo repetida e em diferentes doses de RES nos niveis de
PARK7/DJ-1naregido da SN e estriado. A RES administrada repetidamente e em baixas doses (0,1,
0,2 e 0,5 mg/kg), a cada 48h, aumentou de forma significativa a concentracdo da PARK7/DJ-1 na SN
do grupo RES 0,5 em relagdo aos demais grupos (CTRL, RES 0,1 e 0,2) (Al). No estriado, foi
observado aumento na concentracdo da PARK7/DJ-1 dos animais tratados com RES 0,5 em relacéo
ao CTRL (B1). A (SN) e B (estriado) sao imagens representativas dos géis normalizados pelo ponceau.
Os valores descritos estdo expressos como média e erro padrao da média (E.P.M).
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5.3.6. Altera¢gdes na Proteina Caspase-3:

Na regido da SN, a ANOVA de uma via nao mostrou efeito do tratamento (RES
X CTRL — [F (3, 36) = 0,8173; p = 0,4928]) na concentracado da proteina Caspase-3
(figura 18A/A1). Por outro lado, a ANOVA revelou efeito do tratamento (RES X CTRL
— [F (3, 36) = 3,900; p = 0,0164]) na concentracdo deste marcador na regido do
estriado. O pos-teste de Fisher's LSD mostrou aumento da caspase-3 no estriado do
grupo RES 0,5 em relacdo ao CTRL e RES 0,1 de aproximadamente 71% (RES 0,5
X CTRL — p = 0,0071; RES 0,5 X RES 0,1 — p = 0,0074 — figura 18B/B1).
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Figura 18: Efeito da administracao repetida e em diferentes doses de RES nos niveis de caspase
na regido da SN e estriado. A RES administrada repetidamente e em baixas doses (0,1, 0,2 e 0,5
mg/kg), a cada 48h, nao alterou de forma significativa os niveis da caspase-3 na SN de todos 0s grupos
RES (0,5, 0,2 e 0,1) em relacdo ao grupo CTRL (A1). No estriado, foi observado aumento da caspase-
3 no grupo RES 0,5 quando comparado aos grupos CTRL e RES 0,1 (B1). A (SN) e B (estriado) séo
imagens representativas dos géis normalizados pelo ponceau. Os valores descritos estdo expressos
como média e erro padrdo da média (E.P.M).
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Resumo dos resultados neuroquimicos na via nigroestriatal:
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Figura 19: Resumo dos parametros neuroquimicos avaliados. As setas para cima e para baixo indicam aumento ou reducdo, respectivamente, na
imunomarcacgao (TH e a-syn) ou na concentracao (LC3-Il, P62/SQTSM1, PARK7/DJ-1 e caspase-3) dos marcadores avaliados. O hifen ( - ) indica que nao
houve quaisquer altera¢bes (aumento/reducdo) na imunorreatividade ou imunodeteccéo dos marcadores analisados.
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6. DISCUSSAO

Nosso estudo buscou aprofundar a caracterizacdo do modelo animal
farmacologico da DP baseado na administracdo da RES. Para isso, avaliamos alguns
parametros motores/ndo motores e neuroquimicos caracteristicos da doenca na via
NGE. NGs observamos que os déficits motores e ndo motores, avaliados por meio dos
testes de catalepsia, MO (SM) e avaliacdo da MC (SNM), respectivamente, foram
acompanhados de altera¢cées neuroquimicas (figura 19 — resumo das alteracdes
neuroquimicas). Neuroguimicamente: (1) por meio de imuno-histoquimica,
avaliamos as alteragbes moleculares para TH e a-syn e observamos reducdo de
neurbnios imunorreativos a TH, enzima essencial na biossintese de dopamina na via
NGE, acompanhada de aumento de células neuronais imunorreativas a a-syn,
principal proteina dos corpos de Lewy; (2) por meio de WB, analisamos o0s niveis de
LC3-Il, P62/SQSTM1, PARK7/DJ-1, caspase 3 e foi observado que o fluxo autofagico
esta reduzido na via NGE, afetando a depuragao/degradacao de a-syn, que tende a
acumular-se, gerando EROs e aumento do estresse oxidativo. Nesse sentido, ainda
observamos que o0s neurdnios tentaram compensar esses efeitos deletérios da RES
aumentando os niveis de PARK7/DJ-1, proteina com papel antioxidante e com
capacidade de eliminar a a-syn. Possivelmente, oS mecanismos neuroprotetores
desencadeados por esta proteina ndo foram téo eficientes e os neurbnios estriatais
comecaram a degenerar por meio da ativacao da via de morte celular, processo que
foi avaliado pelo aumento de caspase 3 no estriado.

O fendtipo clinico marcante na DP s&o os disturbios na motricidade, como a
bradicinesia/hipocinesia (lentiddo e/ou dificuldade para realizar movimentos
voluntarios) e o tremor em repouso (ARMSTRONG; OKUN, 2020; HAYES, 2019;
JANKOVIC, 2008). Em modelos animais da DP, danos motores podem ser avaliados
por diferentes testes comportamentais (ASAKAWA et al., 2016). Nossa pesquisa
avaliou os SM voluntarios por meio do teste de catalepsia (figura 11). Em roedores, 0
estado cataléptico pode ser observado por meio da avaliagdo do tempo que o rato
leva para mudar a posicdo na qual foi posto inicialmente. Ratos sem alteracdes
motoras corrigem a posicdo em questdo de segundos e comecam a explorar o
ambiente ao seu redor, entretanto, aqueles animais com déficits motores mantém-se
na posi¢cdo inicialmente imposta por um periodo de tempo mais longo
(BANASIKOWSKI; BENINGER, 2012; SANBERG et al., 1988). Nossos dados estao
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de acordo com a literatura, uma vez que, nos grupos RES, o estado cataléptico foi
dose-dependente, ou seja, quanto maior a dose, mais cedo iniciaram-se os danos
motores e 0S ratos passaram mais tempo na barra (figura 11).

Além dos sintomas motores classicos, a DP também € caracterizada pela
presenca dos SNM (GOLDMAN; GUERRA, 2020; JANKOVIC, 2008; SCHAPIRA;
CHAUDHURI; JENNER, 2017). Na literatura, um dos SNM relatados em pacientes
parkinsonianos é a alteracdo da sua MC. Pacientes com Parkinson podem apresentar
tanto ganho quanto perda de peso, fator determinado pelo estagio clinico e progressao
da doenca (BARICHELLA et al., 2003; BARICHELLA; CEREDA; PEZZOLI, 2009;
KISTNER; LHOMMEE; KRACK, 2014; SHARMA; LEWIS, 2017). No presente estudo,
foi observada uma reducdo significativa na MC dos animais submetidos ao tratamento
com RES, com destaque para os grupos RES 0,5 e RES 0,2, cuja reducéo teve inicio
48h apds a 42 e 62 injecbes, respectivamente, seguindo até o fim do experimento
(figura 10). Apesar da ocorréncia de ambos os fenétipos (ganho ou perda de MC),
nossos dados estdo de acordo com a literatura cientifica, que observa prevaléncia da
reducdo da massa corporea em pacientes com Parkinson (CERSOSIMO et al., 2018;
CHEN et al., 2003; CUMMING et al., 2017; LOREFALT; TOSS; GRANERUS, 2009)

A literatura cientifica, apesar de algumas divergéncias em termos numericos,
mostra reducdo de neurdnios dopaminérgicos na SN e no estriado de pacientes com
Parkinson. Em estagios iniciais da doenca, ha um reducdo em torno de 30% dos
neurbnios dopaminérgicos nigrais, com reducdo axonal estriatal entre 50% a 60%
(CHENG; ULANE; BURKE, 2010). Outros autores, porém, relatam que os primeiros
sintomas motores surgem quando ha uma reduc¢éo neuronal nigral de 60%, resultando
em aproximadamente 85% de reducdo do conteudo de dopamina no estriado
(DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; DUTY; JENNER, 2011b; WIRDEFELDT et al., 2011).

Nosso trabalho mostrou reducéo de neurénios TH* na SNpc (figura 13B) de
19%, 22% e 29%, seguida de uma intensa diminuicdo na densidade de terminais
axonais estriatais (figura 13A) de 62%, 54% e 50% (RES 0,1, 0,2 e 0,5,
respectivamente). Em nosso grupo de pesquisa, trabalhos anteriores encontraram
resultados similares, com base no mesmo modelo e nimero de administragdo da RES
na dose de 0,1 mg/Kg (BISPO et al., 2019, 2022; LINS et al., 2018; SANTOS, 2018).
O mesmo grupo, com variagdo apenas no numero de inje¢cbes de RES, também

evidenciou reducao neuronal na SNpc, assim como diminui¢cdo na densidade neuronal
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no estriado dorsal (DOS SANTOS et al., 2021; GOIS, 2020; SANTOS, 2018; SANTOS
et al., 2013) (12, 10, 10 e 10 injecBes de RES, respectivamente).

Nossa pesquisa também avaliou alteragcdes neuroquimicas acerca da principal
marca histopatologica da DP na via nigroestriatal, a a-syn. Na regido do estriado,
observamos um aumento de mais de 20% nos neurdnios imunorreativos a a-syn nos
grupos RES (0,1, 0,2 e 0,5 — figura 14A). Na SNpr, o aumento foi de
aproximadamente 18% (RES 0,1), 19% (RES 0,2) e 39% (RES 0,5). O grupo RES 0,5
teve aumento aproximado de 20% na imunorreatividade em relagdo aos outros 2
grupos RES (figura 14B). Os resultados encontrados corroboram e séo consistentes
com trabalhos anteriores do nosso grupo e de membros colaboradores, no mesmo
modelo animal, nos quais foram observados aumentos na imunorreatividade para a-
syn na SNpr e no estriado de animais tratados com RES na dose de 0,1 (GOIS, 2020;
LEAO et al., 2017). Recentemente, um estudo com o modelo da RES em ratos
neonatos também demonstrou a presenca de a-syn no estriado e SNpc, além de perda
neuronal generalizada em diversas outras areas cerebrais (VAN ONSELEN;
DOWNING, 2021).

As funcdes exatas da a-syn ainda ndo estdo bem estabelecidas na literatura
cientifica. Sabe-se que é uma proteina que se localiza majoritariamente nos terminais
pré-sinapticos e ela é apontada como um polipeptidio multifacetado, ou seja, esta
relacionada a multiplas funcdes, como liberacéo de neurotransmissores, regulacao do
pool vesicular (mobilizacao e liberacao de vesiculas), funcdo e plasticidade sinaptica
(CHENG,; VIVACQUA; YU, 2011; LASHUEL et al., 2013). Histopatologicamente, além
da morte neuronal na SNpc e no estriado, o acumulo de a-syn é a principal
caracteristica observada nos neurbnios remanescentes, sendo o principal
componente dos corpos de Lewy (BABA et al.,, 1998; OSTERHAUS et al., 1997,
WAKABAYASHI et al., 2013; YUKO et al.,, 2003). Esses agregados proteicos
filamentares séo encontrados no soma e também nos terminais axonais de neurénios
dopaminérgicos e ndo dopaminérgicos, bem como em células gliais (UVERSKY,
2007).

O que explica essa difusao € a hipétese pridnica, pois, a a-syn agregada, quando
ndo degradada pelo sistema lisossomal neuronal, difunde-se pelo parénquima
encefélico e é captada de diferentes maneiras pelas células circunvizinhas, inclusive
pela glia (BENDOR; LOGAN; EDWARDS, 2013; KOVACS et al., 2014; VISANJI et al.,

2013). Nesse contexto, a captacédo de a-syn pela astroglia pode se aglomerar no seu
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citoplasma, uma vez que sua atividade autofagica também pode estar prejudicada
(KOVACS; LEE; TROJANOWSKI, 2017). Os astrocitos entéo atrofiam-se, tornam-se
disfuncionais, com consequente perda de sua capacidade de neuroprotecao no tecido
nervoso (GU et al., 2010; KOVACS; LEE; TROJANOWSKI, 2017; TONG et al., 2015).

O aumento na imunorreatividade para a-syn pode ter ocorrido como consequéncia
de uma desregulacdo da via autofagica-lisossomal. Pesquisas evidenciam que o
comprometimento da atividade autofagica esta diretamente envolvido com o aumento
na agregacgao da a-syn na DP (SATO et al., 2018; TANJI et al., 2015; WILLS et al.,
2010). Nossos resultados sdo consistentes com a literatura, pois observamos indicios
de uma reducdo da autofagia na via NE. A autofagia € um processo altamente
dindmico e quantificar/medi-lo requer a avaliacdo do fluxo autofagico, processo que
compreende a geracdo de autofagossomos, seu processo de fusdo como o0s
lisossomos e, por fim, a degradacéo dos substratos nos autolisossomos (MIZUSHIMA,
YOSHIMORI; LEVINE, 2010). O fluxo autofagico pode ser avaliado pela deteccao dos
niveis da proteina ubiquinante P62/SQSMT1 e pela proteina de cadeia leve 3
associada a microtubulos (LC3) (ZHANG et al., 2012).

Diante dessa perspectiva, avaliamos as concentra¢cdes da LC3-1l, com a qual a
P62/SQSMTL1 interage diretamente para promover a adequada degradagédo de
produtos intracitoplasmaticos ubiquitinados (PANKIV et al.,, 2007). Em nossa
pesquisa, observamos aumento de LC3-II na regido do estriado (figura 15) nos grupos
reserpinados com as maiores doses (0,2 e 0,5 — figura X), mas ndo na regido da SN.
A LC3 é uma proteina marcadora de autofagossomos, logo, é um indicador direto da
guantidade de membranas autofagicas. Entretanto, a deteccéo isolada do aumento
nos niveis desta proteina implica 2 possiveis interpretacdes: inducdo autofagica ou
bloqueio da via de autofagia. Na primeira situacdo, pode ser que a célula tenha
aumentado a atividade autofagica devido ao aumento de autofagossomos. Por outro
lado, o aumento na detec¢édo de LC3 pode indicar que a autofagia esta diminuida na
célula, uma vez que algum fator pode estar inibindo a degradacdo dos
autofagossomos (SABLI; SANCHO-SHIMIZU, 2021). Diante disso, a avaliagéo isolada
desse marcador ndo é suficiente para estabelecer a desregulacao da via autofagica.
Assim, nos também avaliamos os niveis da P62/SQSMT1, proteina degradada no final
do processo autofagico (KOMATSU et al., 2007).

A andlise neuroquimica deste marcador de autofagia correlaciona-se de forma

inversamente proporcional a atividade autofagica da célula, isto €, quanto maior a



49

expressao e/ou os niveis de P62/SQSMT1, menor sera o fluxo autofagico celular
(BJDRKAY et al., 2005; SHIBATA et al.,, 2006; WANG et al., 2006). No presente
estudo, na regido da SN, mas nao no estriado foi observado aumento expressivo da
P62/SQSMTL1 nos grupos RES (figura 16). De forma equivalente, o grupo RES 0,5
apresentou aumento desta proteina em relacdo aos grupos RES 0,1 e 0,2. Este
aumento nos niveis da P62/SQSMT1 sugere bloqueio/inibi¢cdo do fluxo autofagico que,
na DP, resulta na reducdo da depuracéo da a-syn e outras proteinas patogénicas que
se acumulam no citoplasma neuronal, elevando os niveis de estresse oxidativo que
culmina em degeneracéo neuronal (ZHANG; DUAN; YANG, 2015).

Nossos dados estdo de acordo com outras pesquisas. Em modelo animal de
camundongos, por exemplo, observou-se que 0s neurdnios hipotalamicos apresentam
comprometimento da via autofagica (KAUSHIK et al., 2012a, 2012b). Na espécie
humana, a andlise do encéfalo saudavel de individuos idosos evidenciou redu¢éo nos
niveis de mRNA de multiplos genes Atg (genes relacionados a autofagia) (LIPINSKI
et al., 2010; SHIBATA et al., 2006). Em modelos de células knockdown para Beclinl,
importante gene regulador da autofagia, observou-se reducéo da atividade autofagica
com diminuicdo da capacidade de renovacdo de macromoléculas e consequente
acumulo de proteinas mal dobradas (MICHIORRI et al., 2010; SHIBATA et al., 2006).

De forma resumida, nossos dados de LC3-Il e P62/SQSMT1 se correlacionam
diretamente com a imunorreatividade para a-syn na SNpr e no estriado, isto €, quanto
menor o fluxo autofagico, maior a agregacéo de a-syn (WILLS et al., 2010). De modo
equivalente, o acumulo de a-syn pode ter interferido de forma reciproca na funcéo
autofagica celular (XILOURI; BREKK; STEFANIS, 2013). Nossos achados séo
consistentes com um trabalho em modelo animal da DP com invertebrados, a
Drosophila melanogaster (mosca-da-fruta). Nesse estudo, por meio da técnica de
western blot, os pesquisadores também observaram que a RES gera inibicédo do fluxo
autofagico pelo aumento da LC3-1l e P62/SQSMT1, concomitantemente ao aumento
de a-syn (LEE et al., 2015). Em modelo de roedores baseado na administracdo do
pesticida rotenona também foi verificada essa interrupcéo autofagica (MADER et al.,
2012; WU et al., 2015). Nossos resultados e os trabalhos citados até aqui enfatizam o
papel importante da maquinaria intracelular de degradacédo proteica mediada pelos
processos autofagicos, suprimindo desta forma o acumulo de proteinas mutantes e/ou

disfuncionais, como é o caso da a-syn na DP (VOGIATZI et al., 2008).
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No modelo animal prodrémico da RES com a dose 0,1 mg/kg, ja foi observada a
ocorréncia de estresse oxidativo (FERNANDES et al, 2012) bem como
lipoperoxidacdo (LEAO et al., 2017) na via NE. Para compreendermos como as
células nervosas responderiam aos insultos oxidativos gerados pela RES (LEAO et
al.,, 2015) nas diferentes doses do nosso estudo (0,1, 0,2 e 0,5), avaliamos as
concentracfes da proteina PARK7/DJ-1 e observamos aumento expressivo tanto na
SN quanto no estriado dos animais reserpinados (RES 0,5) (figura 17). A PARK7/DJ-
1 € um polipeptidio composto por 189 aminoacidos e se localiza essencialmente no
citoplasma celular, sendo diretamente relacionado a DP de inicio precoce (BONIFATI
et al., 2003; TAO; TONG, 2003). Essa proteina atua como um sensor de estresse
oxidativo e antioxidante, portanto, sua expressao esta diretamente relacionada com
uma neuroprotecao (INDEN et al., 2011; MITSUMOTO; NAKAGAWA, 2001; TAIRA et
al., 2004).

Em situacdes de intenso estresse oxidativo, PARK7/DJ-1 pode ser translocada
para a membrana mitocondrial externa, onde atua na remocdo da proteina a-syn
desse organoide (BONIFATI et al., 2003). Apesar das evidéncias acerca dessas
funcdes, por ser uma proteina multifuncional, os mecanismos exatos de como
PARK7/DJ-1 protege os neurbnios contra o estresse oxidativo ainda ndo sao claros,
mas a perda da funcdo ou a sua ativacao excessiva esta diretamente envolvida com
a patogénese da DP (ARIGA et al., 2013; BONIFATI et al., 2003; DOLGACHEVA et
al., 2019). Em nossa pesquisa, observamos que o aumento de PARK7/DJ-1 na via NE
pode ter ocorrido como um mecanismo compensatorio celular (neuronal e glial) devido
a perda da atividade autofagica com consequente reducao na depuracao da a-syn.

Aléem das protecoes antioxidantes exercidas por PARK7/DJ-1 e outras
biomoléculas, o tecido nervoso conta com defesas celulares, dentre elas, os
astrocitos, as células gliais mais numerosas que fornecem suporte metabdlico,
estrutural e tréfico (este ultimo, por meio da sintese do GDNF — fator neurotréfico
derivado da glia), modulacdo da transmisséo sinaptica, dentre outras (VILA et al.,
2001). Astrécitos knockout para PARK7/DJ-1 evidenciam perda da protecao
astrocitaria no modelo animal da DP induzido pelo pesticida rotenona (MULLETT;
HINKLE, 2009). No modelo animal de 6-hidroxidopamina (6-OHDA), camundongos
knockout para PARK7/DJ-1 sdo mais susceptiveis aos efeitos neurotoxicos desta
neurotoxina (LEV et al., 2013). Santos (2018), avaliou a participacéo astrocitaria no

modelo prodrémico da DP com administracdo de RES 0,1 mg/kg em diferentes
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condi¢cdes de tratamento (4, 10 e 15 injecdes) e mostrou que estas células apresentam
plasticidade fenotipica dependente do insulto. Ele observou proliferacao astroglial nas
fases iniciais com concomitante atrofia dessas células nas 10% e 152 inje¢des,
exatamente quando ocorreu reducdo de células imunorreativas a TH na SNpc e no
estriado dorsal (SANTOS, 2018).

Uma vez que os mecanismos de morte celular programada (MCP) ou apoptose e
0S processos autofagicos estdo intimamente relacionados (BERGMANN, 2007,
FITZWALTER; THORBURN, 2015), nosso estudo avaliou também a concentracao da
caspase-3 no estriado e na SN, uma protease envolvida diretamente com o0s
mecanismos apoptéticos (D’AMELIO; CAVALLUCCI; CECCONI, 2010). A caspase-3
€ uma proteina efetora da cascata de morte celular fisiolégica e em situacdes
patolégicas neurodegenerativas, como no caso da DP e sua concentragdo aumentada
€ um indicativo de ativacdo desta via, resultando em degeneracdo dopaminérgica
(D’AMELIO; CAVALLUCCI; CECCONI, 2010; TATTON, 2000; VENDEROVA; PARK,
2012). Em nosso estudo, observamos aumento da concentracdo de caspase-3
somente na maior dose da regido do estriado (figura 18), um indicativo de que nos
terminais axonais os danos celulares parecem ser mais intensos. Neste contexto de
comunicacao cruzada entre autofagia e apoptose, nossos resultados para casapase-
3 parecem corroborar dados da literatura. Estudo realizado em camundongo com
inativacdo de genes ATGs mostrou a ocorréncia de acumulo de agregados
polipeptidicos com eventual degeneracéao neuronal (KOMATSU et al., 2006).
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7. CONCLUSAO

Nossos dados sugerem que a desregulacdo da via autofagica pode atuar como
fator importante no desenvolvimento dos déficits neuroquimicos e motores no modelo
prodrdmico da DP. Além disso, nossos dados parecem corroborar estudos na
literatura que apontam desregulacdo na homeostase estriatal com degeneracéo
retrograda. Entretanto, mais trabalhos sdo necessarios para compreender melhor
como a cascata autofagica atua nos processos iniciais de neurodegeneracdo e como

essa via conversa com 0s mecanismos de morte celular.
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ANEXO - Declaracdo do Comité de Etica em Pesquisa com Animais
(CEPA)

2|50
UFS e ros

UNIVERSIDADE DE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
COORDENACAO DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM ANIMAIS (CEPA)

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “ENVOLVIMENTO DAS PROTEINAS LIGANTES DE
CALCIO, CASPASE 3 E CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE NEURONIOS E
CELULAS GLIAIS NO MODELO ANIMAL DE PARKINSONISMO INDUZIDO PELA
RESERPINA. ", registrada com o n°® 66/2018, sob a responsabilidade do Prof. Dr. José Ronaldo
dos Santos que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagido
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) da Universidade Federal de Sergipe, em reunido de 09/10/2018.

Finalidade () Ensino (X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagdo Inicio: 26/11/2018, Término: 31/01/2020
[Espécie/linhagem/raga Rato heterogénico
N° de animais 96
Peso/Idade 350-500g / 7-9 meses
Sexo | M

|

‘Biotério Setorial do Departamento de
(Origem : Fisiologia da UFS.
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Prof. Dr. JOSEMAR SENA BATISTA
Coordenador do CEPA/UFS
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49100-000
Fones: 3212 6661/6606



