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RESUMO

EFEITO DA ADMINISTRACAO CRONICA DE PROPRANOLOL EM ALTERACOES
COMPORTAMENTAIS E NEUROQUiMICAS NO MODELO DE PARKINSONISMO
INDUZIDO POR RESERPINA, Maria Micaelle Gomes Tavares, Sado Cristovao,
2025.

A doenca de Parkinson (DP) é a desordem motora multifatorial, mais prevalente em
idosos no mundo. A doenca é caracterizada pela morte de neurénios dopaminérgicos
na substancia negra parte compacta (SNpc) que leva a sintomas motores. Estudos
mostram que a disfuncao noradrenérgica esta associada a sintomas ndo motores em
estagios iniciais da doenca. Além disso, estudos epidemiol6gicos mostram que 0 uso
cronico de betabloqueadores adrenérgicos aumenta o risco para a DP. Dessa forma,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da administracdo cronica de Propranolol
em alteracbes motoras, ndo motoras e neuroquimicas em um modelo de
parkinsonismo induzido por reserpina. Foram utilizados 39 ratos Wistar, machos, com
6 meses de idade (400 e 500 g), os quais foram submetidos ao tratamento cronico
com propranolol (PRO), nas doses de 10, 20 ou 40 mg/kg, por via subcutanea (s.c.),
diariamente, durante 60 dias, CEUA n° 6294030423. Nos ultimos 30 dias do
experimento, os animais foram induzidos ao parkinsonismo com injecfes s.c. de
reserpina (RES) 0,1 mg/kg, uma injecdo a cada 48 h, totalizando 15 inje¢des. Dessa
forma, os animais foram divididos em grupos: 1- Controle (CTR, n = 7) que recebeu
as solucdes veiculo, 2- Propranolol 40 (PRO40, n = 7) que recebeu propranolol na
dose de 40 mg/kg; 3- Reserpina (RES, n = 5) que recebeu reserpina; 4- Propranopol
10 e reserpina (PRO10+RES, n=6); 5- Propranopol 20 e reserpina (PRO20+RES, n =
7); e 6- Propranopol 40 e reserpina (PRO40+RES, n = 7). Ao longo do experimento os
animais foram submetidos aos testes comportamentais de catalepsia, campo aberto
(CA), movimentos orais (MO) e alternacdo espontanea (AE). No ultimo dia do
experimento, os animais foram eutanasiados e os encéfalos coletados e submetidos
a imuno-histoquimica para Tirosina Hidroxilase (TH*). Como resultados, na catalepsia,
observamos que o propranolol atenuou o dano motor induzido pela reserpina, uma
vez que o grupo RES apresentou maior tempo de permanéncia na barra, comparado
aos grupos PRO+RES (10, 20 e 40 mg/kg). No CA, o propranolol ndo afetou a
distancia percorrida comparado ao grupo RES, mas o grupo PRO10+RES aumentou
o tempo de rearing comparado ao grupo RES. No MO, PRO10+RES e PRO40+RES
apresentaram menor numero de mastigacdo no vacuo e o grupo PRO10+RES
apresentou menor tempo de tremor oral comparado ao grupo RES. Na AE, o grupo
PRO10+RES, apresentou uma maior taxa de acerto comparado ao grupo RES. Na
imuno-histoquimica, observamos que o0s grupos PRO20+RES e PRO40+RES
apresentaram um aumento na imunorreatividade para TH* na SNpc, bem como o
grupo PRO40+RES na Area Tegmental Ventral comparados ao RES. No estriado
dorsal, ndo houve diferenca entre os grupos. Portanto, nossos dados sugerem que o
tratamento com propranolol atenua danos motores, ndo motores e protege contra a
reducdo de TH* induzidos pela administracéo de resepina. Além disso, nossos dados
sugerem que o propranolol ndo apresenta uma relacdo de ricos com a DP, no entanto,
sdo necessarios mais estudos para compreender a relacdo da modulacdo da via
noradrenérgica com a DP.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, bloqueador B-adrenérgico, noradrenalina,
neurodegeneracao e neuroprotecao.



ABSTRACT

EFFECT OF CHRONIC ADMINISTRATION OF PROPRANOLOL ON BEHAVIORAL
AND NEUROCHEMICAL CHANGES IN THE MODEL OF RESERPINE-INDUCED
PARKINSONISM, Maria Micaelle Gomes Tavares, Sao Cristovao, 2025.

Parkinson's disease (PD) is the most prevalent multifactorial motor disorder in elderly
individuals worldwide. The disease is characterized by the death of dopaminergic
neurons in the substantia nigra pars compacta (SNpc) leading to motor symptoms.
Studies show that noradrenergic dysfunction is associated with non-motor symptoms
in the early stages of the disease. In addition, epidemiological studies show that
chronic use of beta-adrenergic blockers increases the risk for PD. Thus, the objective
of this study was to evaluate the effect of chronic administration of Propranolol on
motor, non-motor and neurochemical alterations in a model of parkinsonism induced
by reserpine. Thirty-nine male Wistar rats, 6 months of age (400 and 500 g), were used
and submitted to chronic treatment with propranolol (PRO), doses of 10, 20 and 40
mg/kg, subcutaneously (s.c.), daily, for 60 days. In the last 30 days of the experiment,
the animals were induced to parkinsonism with s.c. injections of reserpine (RES) 0.1
mg/kg, one injection every 48h, for a total of 15 injections. Thus, they were divided into
the following groups: 1- Control (CTR, n = 7) that received the vehicle solutions; 2-
Propranolol 40 (PRO40, n = 7) that received propranolol at a dose of 40 mg/kg; 3-
Reserpine (RES, n = 5) that received reserpine; 4- Propranopol 10 and reserpine
(PRO10+RES, n = 6); 5- Propranopol 20 and reserpine (PRO20+RES, n = 7); and 6-
Propranopol 40 and reserpine (PRO40+RES, n = 7). Throughout the experiment, the
animals were subjected to behavioral tests of catalepsy, open field (AC), oral
movements (OM) and spontaneous alternation (SA). On the last day of the experiment,
the animals were euthanized and the brains were collected and submitted to
immunohistochemistry for Tyrosine Hydroxylase (TH+). CEUA n° 6294030423. As
results, in catalepsy, we observed that propranolol attenuated the motor damage
induced by reserpine, since the RES group presented a longer time spent on the bar,
compared to the PRO+RES groups (10, 20 and 40 mg/kg). In CA, propranolol did not
affect the distance walked compared to the RES group, but the PRO10+RES group
increased the number of no rearing compared to the RES group. In MO, PRO10+RES
and PRO40+RES showed a lower number of vacuum chewing and the PRO10+RES
group showed a shorter oral tremor time compared to the RES group. In AE, the
PRO10+RES group showed a higher hit rate compared to the RES group. In
immunohistochemistry, we observed that the PRO20+RES and PRO40+RES groups
showed an increase in immunoreactivity for TH+ in the SNpc, as well as the
PRO40+RES group in the Ventral Tegmental Area compared to RES. In the dorsal
striatum, there was no difference between groups. Therefore, our data suggest that
propranolol treatment attenuates motor, non-motor deficits and protects against the
reduction of Th+ induced by the administration of reserpine. In addition, our data
suggests that propranolol does not have a relationship of rich with PD, however, further
studies are needed to understand the relationship between noradrenergic modulation
and PD.

Keywords: Parkinson's disease, [-adrenergic blocker, norepinephrine,
neurodegeneration and neuroprotection.



RESUMO PARA A SOCIEDADE

EFEITO DA ADMINISTRA(;AO CRONICA DE PROPRANOLOL EM ALTERAQ@ES
COMPORTAMENTAIS E NEUROQUIMICAS NO MODELO DE PARKINSONISMO
INDUZIDO POR RESERPINA, Maria Micaelle Gomes Tavares, Sao Cristévao,
2025.

A doencga de Parkinson (DP) é uma doenca que provoca a morte de células nervosas,
chamadas neurbnios dopaminérgicos. Estes neurdnios estdo presentes em regides
do cérebro responséaveis pelo controle dos nossos movimentos, através da liberagéo
de dopamina, um neurotransmissor. Esta clara a relacdo entre a diminuicdo da
dopamina e a ocorréncia de sintomas motores da DP, no entanto estudos recentes
associam a doenca a diminuicdo de outro neurotransmissor, a noradrenalina,
produzida por neurdnios noradrenérgicos. A auséncia da noradrenalina na DP esta
associada a sintomas ndo motores, como dor, problemas de memoria, cansaco,
problemas intestinais, ansiedade e depressao, e a piora dos sintomas motores. A DP
nao tem uma causa definida, nem cura. A exposicao a agrotoxicos, metais pesados,
hébitos que causem uma ma qualidade de vida podem estar relacionados a DP.
Recentemente, o propranolol, medicamento utilizado no tratamento da presséao alta
também foi associado a DP, no entanto essa relacao ainda ndo foi esclarecida. Dessa
forma, avaliamos o efeito da administracéo diaria de propranolol, em diferentes doses,
em animais experimentais (ratos de laboratério). Para realizar esses estudos, foi
necessaria a autorizacio do Comité de Etica em Pesquisa Animal, e aps aprovacao,
n° 6294030423. Tratamos 0s animais previamente com propranolol e apds 30 dias
induzimos os animais aos sintomas semelhantes ao da doenca de Parkinson
administrando uma substancia conhecida como reserpina, que causa tremor,
dificuldade na realizacdo e movimento, depresséo e ansiedade durante os ultimos 30
dias, sem interromper o tratamento com propranolol. Ao logo do tratamento avaliamos
as funcbes motoras e ndo motora, e ao final do experimento analisamos os cérebros
dos animais. Apos todas as analises observamos que o tratamento prolongado com
propranolol reduziu os sintomas motores, ndo motores e impediu a diminuicdo de
dopamina no cérebro dos animais. Nossos resultados sugerem que esse
medicamento pode diminuir alguns sintomas da DP em animais experimentais. No
entanto, estudos adicionais sado necessarios para entender melhor o efeito do
tratamento com propranolol no parkinsonismo.

Palavras-chave: propranolol, doenca de Parkinson, morte de células, dopamina e
noradrenalina.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (DP) € a desordem motora mais comum e a segunda
doenca neurodegenerativa que mais acomete idosos acima de 60 anos de idade na
populacdo mundial (Feigin et al., 2017). Clinicamente, a doenca € considerada
incapacitante, devido as limitacdes impostas pelos sintomas motores, como o tremor
em repouso, a bradicinesia, a rigidez muscular e o congelamento da marcha (Gigante
et al., 2017; Pasquini et al., 2018; Zach et al., 2015). Fisiopatologicamente, a DP &
caracterizada pela morte progressiva de neurdbnios dopaminérgicos na via
nigroestriatal, devido ao acumulo proteico de alfa-sinucleina (a-syn), levando a
deplecdo de dopamina estriatal e ao surgimento dos sintomas motores associados a
doenca (Coon, Cutsforth-gregory e Benarroch, 2018; Dickson, 2018; Goedert, Jakes

e Spillantini, 2017).

Embora o envelhecimento seja o principal fator de risco relacionado ao
aumento da incidéncia e prevaléncia da doenca (Nagano-Saito et al., 2019;
Pringsheim et al., 2014), a interacdo entre fatores genéticos e ambientais, como
mutacdes, exposicao a pesticidas, neurotoxinas e alguns farmacos, contribuem para
o0 acumulo de a-syn e danos dopaminérgicos observados na fisiopatologia da DP
(Deng, Wang e Jankovic, 2018; Gronich et al., 2018a; Tangamornsuksan et al., 2019;
Tansey et al., 2022). Ademais, estudos mostram que, além do comprometimento
dopaminérgico, a disfuncdo em outras vias neuronais, como nas vias serotoninérgica
e noradrenérgica, pode estar associada a progressao da DP (Gois et al., 2025; Leal
et al., 2019; Mittal et al., 2017).

Fisiologicamente, a noradrenalina esta envolvida na regulagcéo do ciclo sono-
vigilia, atencdo, aprendizagem, humor, resposta inflamatéria entre outros (Osorio-
Forero et al., 2021; Rodenkirch, 2018; Stanley et al., 2023), através da modulacéo dos
receptores a e B adrenérgicos. Dessa forma, a disfuncdo desta via pode explicar a
manifestacéo de sintomas ndo motores na fase prodromica da DP, como prejuizo da
memoéria, ansiedade, depressdo, disfuncdo olfativa, distirbios do sono, alteractes
gastrointestinais e dor (Roth et al., 2020; Rui et al., 2020; Schapira, Chaudhuri e
Jenner, 2017; Silva, 2023).

Estudos indicam que a modulagdo da via noradrenérgica através de farmacos

B-adrenérgicos pode estar relacionada ao aumento ou diminuicdo do risco de
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desenvolvimento da DP (Gronich et al., 2018; Mittal K et al., 2017). Entre esses
farmacos, o propranolol, um antagonista B-adrenérgico nao seletivo utilizado
principalmente para o tratamento de hipertensdo, mas n&o outros betabloqueadores,
tem sido associado ao aumento do risco de DP (Koren et al., 2019; Mittal K et al.,
2017). No entanto, o propranolol também é indicado para o tratamento de tremor

essencial, que pode ser confundido com tremor atipico da DP.

Além disso, um estudo recente demonstrou que a administracdo de propranolol
apo0s o surgimento das alteragbes motoras induzidas por reserpina, impediu a
deplecdo de DA e o aumento da expresséao de a-syn em diferentes regides encefélicas
(Gois et al., 2025). Assim, a relacao de risco entre o propranolol e a DP pode ser
resultado de casualidade reversa, uma vez que a manifestacdo de tremor atipico na
fase prodromica da doenca pode induzir a prescricdo desse farmaco (Germay, de et
al., 2020; Hopfner e Deuschl, 2021; Searles Nielsen et al., 2018). Portanto, séo
necessarios mais estudos para compreender a relacdo entre o uso de propranolol e 0
risco da DP, bem como a ralacdo entre a disfuncéo noradrenérgica e a progressao da

doenca.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da
administracdo crénica do propranolol em alteracbes comportamentais e

neuroquimicas em um modelo experimental de parkinsonismo induzido por reserpina.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Doenca de Parkinson (DP)

A DP é, atualmente, conhecida como uma desordem do movimento
provocada pela morte de neurdnios dopaminérgicos e caracterizada pela
manifestacdo de sintomas motores que prejudicam a qualidade de vida dos individuos
acometidos (Heimrich, Schénenberg e Prell, 2023; Zhao et al., 2021). No entanto, a
cerca de 425 anos a.c. textos chineses, como o intitulado “Ru Men Shi Qin”, relatam
caracteristica de uma doenca incapacitante com tremores semelhante ao que é

observado hoje e, conhecida como DP (Zhang, Dong e Roméan, 2006).

Embora essa enfermidade tenha sido mencionada em textos chineses
antigos, foi somente no inicio do século XIX, mais precisamente em 1817, apés ser
descrita de forma precisa pelo médico inglés James Parkinson, que ela se destacou.
Em seus relatos clinicos, publicados como “An Essay on the Shaking Palsy”, J.
Parkinson descreveu sintomas, como a fraqueza muscular e movimentos trémulos em
repouso, a etiologia e possiveis tratamentos para a doenca. No entanto, ndo foi
mencionada nenhuma alteracao cognitiva (Berrios, 2016; Jost e Reichmann, 2017,
Parkinson, 1817). Anos mais tarde, Jean Martin Charcot, considerado o pai da
neurologia moderna, baseado nas observa¢cdes de J. Parkinson, descreveu outros
sintomas da doenca, como a bradicinesia, acinesia e rigidez muscular (Walusinski,
2018), e observou que a doenca afetava pessoas acima dos 50 anos de idade (Afonso
e Teive, 2018; Teive, 1998). Devido as contribuicdes de J. Parkinson, J. M. Charcot

nomeou a doenga como “doencga de Parkinson”.

Além das observacdes de J. Parkinson e J. M. Charcot, outros estudiosos
contribuiram para uma melhor compreensédo sobre a DP. Entre eles se destacam
William Gowers que, em 1880, relatou que a doenca fora mais prevalente no sexo
masculino (Gowers, 1895), como observado em dias atuais. Adicionalmente, Friedrich
Heinrich Lewy que, em 1912, relatou pela primeira vez a presenca de inclusdes
neuronais no mesencéfalo de pacientes acometidos pela desordem, inclusdes essas

gue ficaram conhecidas como corpos de Lewy (Holdorff, 2002).

Atualmente, a DP é considerada a desordem do movimento mais comum e a
segunda doenca neurodegenerativa que mais acomete a populacdo idosa no mundo

(Feigin et al., 2017; Wray, 2021). Apesar de a doenca nao ter etiologia definida e ser
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considerada multifatorial, normalmente acomete pessoas acima dos 60 anos de idade,
e o envelhecimento é considerado como o principal fator de risco. No entanto, casos
mais raros da DP podem se manifestar de forma precoce, antes dos 50 anos de idade
(Feigin et al., 2017).

A prevaléncia da DP na populacdo mundial varia entre 150 e 200 casos por
100.000 habitantes (Zhu et al., 2024). Estudos mostram que o numero de pacientes
com a doenga no mundo dobrou para mais de seis milhdes entre os anos de 1990 e
2016 e que pode chegar a 12 milhdes até 2040 (Feigin et al., 2019; Ray Dorsey et al.,
2018). Esse aumento esta diretamente relacionado ao crescimento populacional e ao
envelhecimento da populagdo mundial (Dhana et al., 2022). Além disso, apesar de a
DP afetar ambos os sexos, homens s&o acometidos mais cedo, cerca de 2,1 anos
antes, que as mulheres e tém duas vezes mais probabilidade de desenvolver a doenca
(Dhana et al., 2022; Haaxma et al., 2007; Patel e Kompoliti, 2023).

A menor incidéncia da DP no sexo feminino pode estar relacionada a fatores
hormonais, uma vez que a reposi¢ao de estrogénio reduz o risco da doenca, enquanto
a interrupcdo abrupta nos niveis deste hormdnio, como na menopausa, tem sido
associada a um maior risco (Currie et al., 2004; Dahodwala, Pei e Schmidt, 2016). No
entanto, apesar da maior incidéncia em homens, as mulheres acometidas pela doenca
apresentam uma evolucdo mais rapida, assim como uma maior taxa de mortalidade
guando comparadas a homens da mesma faixa etaria (Blauwendraat, Nalls e
Singleton, 2020; Williams-Gray e Worth, 2016).

Apesar dos estudos indicarem a relacdo de risco da doenca com o
envelhecimento e o0 sexo masculino, a interacao entre fatores genéticos e ambientais
€ determinante para a causa e a progressao da DP. Cerca de 10% dos casos da
doenca estdo atrelados as mutacfes genéticas em varios genes, como 0S genes
SNCA, LRRK2, PRKN e PINK1, ou em enzimas, como a glicocerebrosidase (GBA)
(Blauwendraat, Nalls e Singleton, 2020; Jia, Fellner e Kumar, 2022). Entretanto,
estudos gendmicos sugerem que a influéncia genética na DP pode ser mais
significativa e o fator hereditario pode representar 22% dos casos (Nalls et al., 2019;
Senkevich, Rudakou e Gan-Or, 2022). Por outro lado, a maior parte dos casos da
doenca ocorre de forma esporadica, 0os quais contam com grande influéncia de fatores
ambientais, além de genéticos (Lill, 2016; Valente, Neves e Oliveira, 2012). Entre os

fatores ambientais, o estilo de vida, levando em consideracdo habitos saudaveis, 0
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uso e exposicdo a substancias quimicas, como pesticidas, metais pesados e
neurotoxinas, e lesdes cerebrais traumaticas sdo 0s mais comuns associados a
suscetibilidade da DP (Gardner et al., 2018; Goldman et al., 2019; Landeck et al.,
2022; Tansey et al., 2022; Witoelar et al., 2017).

A exposicao aos diversos fatores de risco relacionados a DP, normalmente
acontece muitos anos antes do surgimento dos primeiros sintomas motores e do
diagnostico da doenca (Fereshtehnejad et al., 2019). Entretanto, pacientes com DP
relatam diversas alteracdes ndo motoras muitos anos antes do diagnostico, como
ansiedade, apatia, depressao, déficits cognitivos, disfuncdo do sono, disfuncéo
autonOmicas e disfuncao olfativa, que podem estar relacionados com a exposicéo a
algum desses fatores de ricos (Roth et al., 2020; Rui et al., 2020; Schapira, Chaudhuri
e Jenner, 2017; Silva, 2023) (Figura 01). A DP é uma doenca de carater progressivo,
portanto acredita-se que a exposicdo a determinados fatores de risco pode
desencadear mecanismos celulares que aumentem a vulnerabilidade de alguns
grupos neuronais em diferentes estagios da doenca, o que pode se intensificar
durante o envelhecimento (Mattson, 2006; Tang et al., 2023).

Clinicamente a DP é classificada em um estagio prodrémico, antes do
diagndstico, com a manifestacdo de sintomas ndo motores, de dificil identificacéo,
relacionados a disfuncdo e morte de neurbnios ndao dopaminérgicos, como 0sS
noradrenérgicos, serotoninérgicos e colinérgicos (Leal et al.,, 2019; Mittal K et al.,
2017; Ray et al., 2018), e em um estagio motor caracterizado pela manifestacao de
sintomas motores, como a bradicinesia, rigidez muscular, tremor em repouso,
instabilidade postural, lentiddo de movimentos e congelamento da marcha,
fundamentais para o diagnéstico da doenca (Figura 01). A manifestacdo do déficit
motor, esta relacionada a morte de aproximadamente 60 a 80% dos neurdnios

dopaminérgicos (Ferrazzoli et al., 2020; Kalia e Lang, 2015; Sveinbjornsdottir, 2016).

Apesar de a DP nao ter cura, existem estratégias terapéuticas que retardam
a progressédo da doenca e amenizam 0s sintomas motores e ndo motores. Os
tratamentos de primeira linha sdo, em sua maioria, baseados na reposicdo da DA,
uma vez que a deplecédo desse neurotransmissor € a principal causa dos sintomas

motores na doen(;a.

Entre os principais farmacos no tratamento da DP, destaca-se a levodopa,
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desenvolvida na década de 1960, que continua sendo uma das estratégias
terapéuticas mais eficazes. Seu mecanismo de acdo baseia-se na conversdo em
DA, contribuindo para reducéo dos sintomas motores (Connolly e Lang, 2014,
Elsworth, 2020). No entanto, a levadopa n&do impede a progresséo da doenca e,
com o seu uso prolongado, pode levar ao desenvolvimento de discinesia tardia,
uma condicdo caracterizada por movimentos involuntarios em pacientes em

tratamento continuo com esse farmaco (Vijayakumar e Jankovic, 2016).

Diante dos efeitos colaterais associados ao uso continuo da levodopa,
tornaram-se necessarios tratamentos adjuvantes e combinacdes terapéuticas, além
de novas abordagens farmacologicas que visem melhorar a qualidade de vida dos
pacientes. Atualmente, além do levodopa, podem ser utilizados o pramipexol, a
rotgotina e a apomorfina, que sao agonistas dos receptores de DA, especialmente

para o controle do tremor (Pogarell et al., 2002; Stowe et al., 2008).

A apomorfina se diferencia dos demais agonistas dopaminérgicos por ser
um derivado da morfina, embora ndo apresente efeitos narcoéticos, e por atuar nos
receptores dopaminérgicos D1 e D2, apresenta maior eficacia (Matthiessen et al.,
1869). Inicialmente a apomorfina era administrada subcutaneamente, uma vez que
sua formulacéo oral apresentava baixa biodisponibilidade, dificultando a adesdo ao
tratamento. Atualmente, esse farmaco pode ser administrado por outras vias, como
a infusdo (Bhidayasiri et al., 2015). Entretanto, a apomorfina apresenta diversos
efeitos colaterais, como disturbios de controle dos impulsos, sendo, portanto, mais
indicada para pacientes com DP em estagio avancado que ndo respondem mais a
levodopa e a outros farmacos com o mesmo mecanismo de acédo (Carbone et al.,
2019).

A selegilina, inibidor da MAO-B (monoamina oxidase) (Tan, Jenner e Chen,
2022) e entacapona, inibidor da COMT (catecol-O-metiltransferase), também séo
ultizadas no tratamento da DP e podem ser administradas de forma concomitante
(Reichmann, 2023). Esses farmacos atuam no metabolismo da DA, inativando
enzimas responsaveis por sua degradacdo. Como consequéncia, o0
neurotransmissor permanece disponivel por mais tempo para atuar em seus
receptores, reduzindo os sintomas motores da doenca (Magyar, 2011; Reichmann,
2017)
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Além disso, farmacos ndo dopaminérgicos também sdo empregados no
tratamento da DP, como a amantadina, que antagoniza 0s receptores
glutamatérgicos NMDA, promovendo o aumento da liberacdo e a inibicdo da
recaptacdo de DA, além de reduzir efeitos colaterais de farmacos
antiparkinsonianos (Hunter, 1970). FA&rmacos anticolinérgicos, embora facam parte
das estratégias terapéuticas para a DP, possuem uso limitado, pois podem ser
prejudiciais a individuos com comorbidades e causar confusdo mental. Assim, sdo
mais frequentemente prescritos para pacientes jovens, muitas vezes em regime “off
label” (Rajan et al., 2020). Estudos recentes mostram, também, que os
canabinoides apresentam eficdcia na reducdo do tremor e da ansiedade em
pacientes com DP, tornando-se um importante alvo de pesquisa farmacéutica na
atualidade (Faria et al., 2020).

Além desses tratamentos, ha outras abordagens terapéuticas para o
controle do tremor, embora ainda sejam necessarias mais evidéncias cientificas
gue garantam sua eficacia e seguranca. Entre elas, destaca-se a toxina botulinica
(Jankovic et al., 2009). Em alguns casos, pode-se recorrer a intervencoes
cirdrgicas, como a estimulacao cerebral profunda, um procedimento mais invasivo,

recomendando apenas para casos especificos (Mao et al., 2019).

Por fim, outras estratégias terapéuticas visam o tratamento de sintomas nao
motores, distirbio do sono, ansiedade e depressdo, sendo prescritos
benzodiazepinicos, além de antidepressivos como a sertralina e fluoxetina (Church,
2021). No entanto, é importante ressaltar que as abordagens terapéuticas da DP
variam conforme o estagio e o grau de comprometimento do paciente. Assim, o
tratamento deve ser individualizado e conduzido por uma equipe multidisciplinar,

composta por geriatras, neurologista, e outros profissionais da saude.
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A Pré-motor/periodo prodromico Diagnéstico da doenca de Parkinson
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Figura 1: Representacdo esquemética da evolucdo da doenca de Parkinson. Os sintomas nao
motores surgem na fase prodrémica da doenca, muitos anos antes dos sintomas motores, e evoluem
juntamente com os déficits motores ao longo da progresséo da doenca. Fonte: Adaptado de Kalia e
Lang (2015).

2.2. Fisiopatologia da doenca de Parkinson

A fisiopatologia da DP é caracterizada pela morte progressiva de neuronios
dopaminérgicos devido ao acumulo intracelular de alfa-sinucleina (a-Syn), o que
provoca a deplecdo de dopamina (DA) no estriado dorsal e a manifestacdo dos
sintomas motores (Coon, Cutsforth-gregory e Benarroch, 2018; Dickson, 2018;
Goedert, Jakes e Spillantini, 2017; Spillantini, 1997).

Os neurdnios dopaminérgicos, responsaveis pela sintese e liberacdo de DA
no sistema nervoso central (SNC), sdo pigmentados por neuromelanina e estao
localizados, principalmente, nos ndcleos mesencefalicos, substancia negra parte
compacta (SNpc) e area tegmental ventral (VTA), e no hipotalamo. A partir destes
nacleos, projecbes axonais seguem para diversas regides cerebrais formando o
sistema dopaminérgico que é representado pelas vias nigroestriatal (Monje e Blesa,
2024) (figura 02), mesocortical, mesolimbica (Quessy et al., 2021) e
tuberoinfundibular (Renaud, 1981). Dessa forma, estas vias estdo envolvidas no
controle do movimento (Dickson et al., 2009; Poewe et al., 2017; Nonnekes et al.,
2015; Dijkstra et al., 2014), no processo de aprendizagem e atencéo (Dallérac et al.,
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2021), no comportamento motivacional do humor (Bromberg-Martin, Matsumoto e
Hikosaka, 2010; Chiara, Di e Imperato, 1988) e na sintese de prolactina (Cheng et al.,
2024).

A DA é um neurotransmissor monoaminérgicos, da familia das catecolaminas,
sintetizado pelos neurdnios dopaminérgicos a partir da conversdo da tirosina em L-
DOPA (1-3,4-di-hidroxifenilalanina) pela acdo da enzima tirosina hidroxilase (TH) e,
posteriormente, convertida em DA pela acao da enzima DOPA descarboxilase. Apds
sua sintese, a DA é armazenada em vesiculas até ser liberada na fenda sinaptica,
mediante influxo de calcio no terminal axonal (Jefri et al., 2020). Esse
neurotransmissor exerce suas funcdes através da modulagdo dos receptores
dopaminérgicos que estdo divididos em duas familias acoplados a proteina G. A
familia D1, acoplada a proteina Gs, atua estimulando a adenilato ciclase,
correspondente aos receptores D1 e D5, e a familia D2, acoplada a proteina Gi, atua
inibindo a adenilato ciclase, correspondente aos receptores D2, D3 e D4 (Beaulieu e
Gainetdinov, 2011; Rico et al., 2017).

Foi demonstrado o envolvimento da DA no controle do movimento e na DP
(Berger et al., 1974), uma vez que a DA controla os movimentos voluntérios atraves
da modulacdo dos receptores D1 e D2, associados as vias direta e indireta,
respectivamente, no estriado. Dessa forma, o déficit de DA estriatal promove um
desequilibrio entre as vias direta e a indireta exacerbando a inibicdo do talamo e,
consequentemente, do cortex motor provocando as disfun¢cdes motoras observadas
na DP (Ferrazzoli et al., 2020b; Kalia e Lang, 2015; Sveinbjornsdottir, 2016). Apesar
da disfuncao da via nigroestriatal estar bem definida na DP, pouco se sabe sobre 0s
mecanismos fisiopatolégicos que levam a degeneracdo dos neurbnios
dopaminérgicos. Entre 0s mecanismos envolvidos, a superexpressédo, malformacao,
agregacao citoplasmatica de a-syn e formacdo de corpos de Lewy tem sido as
principais causas da neurodegeneragdo dopaminérgica (Dijkstra et al., 2014; Goedert,
Jakes e Spillantini, 2017; Fenyi et al., 2021) (Figura 02).

A a-syn é uma proteina constituida por 140 aminoacidos, expressa em todo o
enceéfalo, (Jakes, Spillantini e Goedert, 1994;) envolvida em diversas fun¢des, como
no auxilio da transmissdo sinptica e regulacdo da mobilidade de vesiculas no
terminal axonal (Garcia-Reitbock et al., 2010; Lautenschlager et al., 2018), na
montagem do complexo SNARE pré-sinaptico (Burré et al., 2010), no transporte
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axonal (Nakajo et al., 1994b; Volpicelli-Daley, 2016), na regulacéo da sintese de DA

(Jin et al., 2022) e na manutencdo da homeostase mitocondrial (Menges et al., 2017).

Naturalmente, ha um equilibrio entre o estagio sollvel e a estrutura da a-syn
ligada a lipidios, que forma repeticbes alfa-helicoidais. Contudo, na DP, diversos
fatores, principalmente aqueles relacionados a mutac¢des genéticas, que interferem na
pés-traducdo e desregulagado na expressao do gene da a-syn (SNCA) - aumentam a
fosforilacdo desta proteina, favorecendo a formacdo de agregados de fibrilas
insoltveis na forma de oligbmeros. Com o acumulo progressivo, esses oligdmeros
geram aglomerados proteicos toxico de a-syn, conhecidos como corpos de Lewys,
que se depositam no citoplasma dos neurdnios dopaminérgicos e comprometem o
fluxo natural de organelas (Shahmoradian et al., 2019; Ye et al, 2024). As
consequéncias desses processos desencadeiam mecanismos citotoxicos que levam

a neurodegeneracdo (Ghosh et al., 2013; Zhou, 2000).

Além de fatores genéticos, a desregulacdo do sistema ubiquitina-
proteossoma, sistema responsavel por degradar proteinas malformadas, pode
contribuir para o acumulo de a-syn. O mau funcionamento deste sistema favorece a
agregacdao proteica dessa proteina, permitindo sua disseminacao pelo SNC (Nemani
et al., 2010). Além disso, a neurodegeneracdo na DP também esta associada a
interrupcdo da atividade do transportador vesicular de monoaminas - 2 (VMAT-2), a
gual é provocada pelo aumento da fosforilacéo e disfuncdo na sintese de a-syn. Como
Consequéncia, ocorre o acumulo de DA no citosol e a reducdo de sua liberacdo na
fenda sinaptica (Dijkstra et al., 2014; Goedert, Jakes e Spillantini, 2017). Em
contrapartida, estudos indicam que a superexpressao do VMAT-2 esta associada a
neuroprotecao, pois aumenta a liberacdo de DA, reduzindo o risco de morte neuronal

e, consequentemente, a progressao da DP (Lohr et al., 2014).

O acumulo de DA no citosol leva a producéo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e quinonas altamente reativas, resultando em estresse oxidativo. Esse
processo envolve a modificacéo de sitios cataliticos de enzimas lisossomais, como a
glucocerebrosidase, além de induzir peroxidacéao lipidica (Burbulla et al., 2017; Le&o
et al,. 2015) e fragmentacdo mitocondrial, mecanismos neurotoxicos associados a
degeneracdo dopaminérgica (Danyu et al., 2019). Ademais, embora estudos indiquem
uma relacdo entre o estresse oxidativo e agregacdo da a-syn nos neurdnios

dopaminérgicos (Li et al., 2025), ainda s&o necessario mais estudos para aprofundar
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a compreensdo desse processo e aprimorar estratégias terapéuticas capazes de

retardar a progressao da doenca e melhorar a qualidade de vida dos pacientes.
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Figura 2: Representacdo esqueméatica da neurodegeneracdo dopaminérgico na DP. A DP ¢
caraterizada pela deple¢do de dopamina nos nuacleos do estiado, decorrente da degeneragdo de
neurdnios dopaminérgicos na substancia negra parte compacta (SNpc), e responsavel pela
manifestacdo dos sintomas da doenca. A morte neuronal é causada pelo acimulo de alfa-sinucleina e
a formacdo dos Corpos de Lewy que podem desencadear diversos mecanismos fisiopatoldgicos, como
neuroinflamacéo, disfun¢do mitocondrial e autofagica. Fonte: Adaptado de Dovonou et al., 2023.

Apesar da a-syn estar associada a morte dopaminérgica na via nigrostriatal,
estudos indicam seu envolvimento com outras vias neuronais € cCoOm processos
inflamatorios periféricos (Lin et al., 2016; Sampson et al., 2016; Tansey et al., 2022),
fortalecendo a hip6tese de que a DP é uma doenca silenciosa que, em uma fase
prodrébmica, afeta 6rgdos periféricos e ascende gradativamente para o encéfalo.
Segundo Braak et al., (2003), a DP progride em estagios bem definidos de acordo
com o acumulo de a-syn. Eles sugeriram que a deposi¢do desta proteina inicia em
regides periféricas, como o intestino, e ascende pelo nervo vago e bulbo olfatério até
alcancar areas encefélicas, como o locus coeruleus (LC), nucleos da rafe e SNpc, que

pode levar a morte neural (Braak et al., 2003) (Figura 03).
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Figura 3: Representacdo esquematica do estadiamento de Braak. Segundo Braak, a deposicao de
a-syn inicia em areas periféricas e ascende para o0 SNC através do nervo vago e o bulbo olfatério por
onde se propagam para todo encéfalo, em 6 estagios. Os estagios 1 e 2 correspondem as disfuncdes
autonOmicas e olfativas, os estagios 3 e 4 aos distlrbios do sono e motor, e os estagios 5 e 6 aos
disturbios emocionais e cognitivos. Fonte: Adaptada de Tansey et al., 2022.

2.3. Neurotransmissdo adrenérgica e a doenca de Parkinson

O sistema noradrenérgico compreende grupos de neurbnios localizados no
tronco enceféalico, no qual o LC € o maior e o principal centro regulador da producéo
e liberacdo de noradrenalina (NE) no SNC (Berridge e Waterhouse, 2003). A NE,
assim como a DA, é um neurotransmissor monoaminérgicos, da familia das
catecolaminas, sintetizado por neurdnios noradrenérgicos do LC, a partir da
conversdo DA em NE, pela acdo da enzima dopamina B-hidroxilase (Noctor, 2013). E
esta associada a diversos comportamentos e fun¢des cognitivas, como processos
relacionadas a memdria, aprendizagem, atencéo, humor, regulacdo do ciclo sono-
vigilia, percepcdo sensorial, entre outros (Poe et al., 2020). Dessa forma, a
desregulacdo deste sistema pode provocar diversos distarbios cognitivos e
psiquiatricos (Berridge e Waterhouse, 2003a; Osorio-Forero et al., 2021; Rodenkirch,
2018; Stanley et al., 2023).

A NE exerce suas funcdes através da modulacdo de duas familias de
receptores noradrenérgicos acoplados a proteina G. A familia a (Alfa), corresponde
aos subtipos a1A, a1B, a1D (acoplados a proteina Gq), a2A, a2B e a2C (acoplados a
proteina Gi), e a familia B (Beta), corresponde aos subtipos 1, B2 e B3, acoplados a
proteina Gs. Cada um desses receptores apresenta padréo distinto de expresséo no
cérebro e sensibilidade a NE, além de serem expressos em diferentes 6rgaos do corpo
(Dohlman et al., 1991; Franco, Del e Newman, 2024; Goodman et al., 2021).

Fisiologicamente, a NE, além de atuar em fun¢cdes comportamentais e

cognitivas, pode modular da expressdo da a-syn (Mittal et al., 2017) e fatores
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neuroinflamatorios, desempenhando um efeito neuroprotetor (O’Neill et al., 2020). No
entanto, estudos mostram que a neurodegeneracdo noradrenérgica esta envolvida
com a manifestacdo de sintomas ndo motores, em um estagio prodrémico, e com a
progressao da DP, em estédgios avancados doenca (Berganzo et al., 2016; Goldman
e Postuma, 2014; Magistrelli e Comi, 2020; Mittal K et al., 2017; Yao et al., 2015), uma
vez que a lesdo do LC e a consequente deplecdo de NE promovem o aumento de
citocinas pro-inflamatérios e a diminuicdo na producdo de fatores neurotréficos e
antioxidantes, intensificando a neurodegeneracdo dopaminérgica na via nigroestriatal
(Yao et al., 2015).

Neste contexto, estudos indicam que a modulacdo da via noradrenérgica
através do uso crbnico de farmacos B-adrenérgicos pode estar relacionada ao
aumento ou diminuicdo do risco de desenvolver a DP (Germay, de et al., 2020;
Gronich et al., 2018; Mittal K et al., 2017). Acredita-se que que 0S mecanismos
neuroprotetores estejam associados aos agonistas dos receptores 32-adrenérgicos,
0s quais estao associados a regulacao da expressao de a-syn (Mittal et al., 2017; Gois
et al., 2025) e de fatores neuroinflamatorios (O’Neill et al., 2020; Torrente et al., 2023),
enguanto 0S mecanismos neurotoxicos estariam associados ao antagonismo dos
receptores PB2-adrenérgicos, especificamente com propranolol, jA que este estar
relacionado com o aumento da expressao do genes da a-syn (Mittal et al., 2017,
Torrente et al., 2023). No entanto, essa relacdo de risco entre o propranolol e a DP

nao é clara (Germay, de et al., 2020; Gronich et al., 2018; Hopfner e Deuschl, 2021).

O propranolol € um antagonista B-adrenérgico nao seletivo, desenvolvido pelo
farmacéutico James Whyte Black, em 1960. O bloqueia dos receptores B1 e 2, pelo
propranolol impede as respostas fisiologicas desencadeadas pela NE. Além disso,
atuam estabilizando as membranas, blogueando canais ibnicos e diminuindo
respostas inflamatérias (Al-Majed et al., 2017; Black et al., 1964; Stapleton, 1997).
Inicialmente, o propranolol foi criado para o tratamento de doencas cardiovasculares,
mas, devido a sua caracteristica lipofilica e a facilidade de atravessar a barreira
hematoencefalica, mais tarde passou a ser utilizado para tratamento de tremor
essencial, ansiedade, dentre outras enfermidades, tendo efeitos periférico e central,
apesar deste ultimo ainda ndo ser totalmente esclarecido (Hogeling, Adams e Wargon,
2011; Morganroth, Lichstein e Byington, 1985; Papadopoulos et al., 2011; Vetterick et
al., 2022).
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No entanto, pouco se sabe sobre os reais efeitos do propranolol no SNC e na
DP. Estudos recentes mostram que, altas doses deste farmaco pode aumentar a
expresséo dos genes PARKIN e PINK1, e provocar malformagao de regides do SNC
(Li et al., 2022), bem como aumentar a toxicidade mitocondrial, a producdo de ROS e
alterar negativamente a atividade das enzimas acetilcolinesterase (AchE) e ATPase
(Seydi, Tabbati e Pourahmad, 2020). Por outro lado, o propranolol tem sido utilizado
no tratamento da discinesia tardia induzida pelo L-DOPA, o principal farmaco utilizado
no tratamento da DP, e para o tremor essencial (Mckinley et al., 2020; Shi et al., 2020;
(Croshby, Deane e Clarke, 2003; Hopfner e Deuschl, 2021).

Portanto, tornam-se necessarios estudos mais claros sobre o envolvimento do
propranolol e da via noradrenérgica no desenvolvimento da DP. Dessa forma, a
relacdo entre propranolol e a DP pode ser um efeito de casualidade reversa, uma vez
gue a manifestacdo de tremor atipico na fase prodrémica da doenca pode induzir a
prescricdo deste farmaco na DP (Germay, de et al., 2020; Hopfner e Deuschl, 2021,
Searles Nielsen et al., 2018).

Apesar dos indicios apontarem uma relacdo de risco entre o propranolol e a
e a DP, um estudo recente do nosso grupo, demostrou que a administracado de
propranolol ap6s o surgimento das alteracdes motoras induzidas por reserpina,
impediu a deplecdo de DA e o aumento da expressdo de a-syn em diferentes
regides encefélicas (Gois et al., 2025). Nesse contexto, nossa hipbtese é que a
administracdo crbnica de propranolol, em diferentes doses, promova um efeito
neuroprotetor impedindo a deplecdo dopaminérgica e o surgimento de danos

motores.

2.4. Modelos experimentais de parkinsonismo

Devido as limitagdes na realizacdo de estudos em humanos e a necessidade
de uma melhor compreensdo dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na DP,
estudos em modelos animais tém contribuido para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas que possam melhorar a qualidade de vida de individuos
acometidos pela doenca (Brigo et al., 2014; Heimrich, Schonenberg e Prell, 2023;
Pasquini et al., 2018). Entre os modelos experimentais de parkinsonismo (termo

utilizado para descrever um conjunto de doengas com sintomas semelhantes aos da
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DP, que podem ser induzidas do pelo uso de farmacos) destacam-se aqueles induzido
por pesticidas, neurotoxinas e farmacos. Esses modelos s@o capazes de mimetizar as
caracteristicas fisiopatoldgicas e clinicas (sintomatolégica) da doenca, além de responder
de forma eficiente as intervencgdes terapéuticas (Brigo et al., 2014).

O modelo de parkinsonismo induzido por rotenona, um pesticida que atravessa
facilmente a barreira hematoencefélica, provoca a inibicdo do complexo mitocondrial 1,
resultando em danos dopaminérgicos devido ao acimulo de a-syn e aumento do estresse
oxidativo. Consequentemente, desencadeia sintomas motores semelhantes aos
observados na DP (Yuan et al., 2015; Betarbet et al., 2000) (Figura 04). Os modelos
de parkinsonismo induzidos pelas neurotoxinas, 6-hidroxidopamina (6-OHDA) e 1-Metil-
4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina (MPTP), sdo os mais utilizados por provocar a morte
abrupta dos neurbnios dopaminérgicos e representar a fase aguda da fisiopatologia da
doenca. A 6-OHDA é um analogo da DA com alta capacidade de oxidacdo e atravessa
facilmente o transportador de DA (DAT) presente na membrana celular. O MPTP, por
sua vez, atravessa a barreira hematoencefalica e € metabolizado pelos astrocitos,
formando o MPDP+, em seguida, o seu composto téxico ativo, 0 MPP+, atravessa
facilmente o DAT e entra no neurdnio, onde liga-se ao VMAT, acumulando-se no
citosol ou no interior das mitocondrias, o que resulta em dano mitocondrial
prejudicando a formacao de ATP, além de causar estresse oxidativo pelo aumento
de ROS e morte neuronal (Dovonou et al., 2023; (Przedborski, 2006). De forma geral,
essas neurotoxinas desencadeiam respostas citotoxicas associadas ao aumento do
estresse oxidativo e a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias (Hrile, 1977; Hu et al.,
2017; Slézia et al., 2023) (Figura 04).
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Figura 4: Representac8o esquemética dos mecanismos de acéo de substancias utilizadas para
inducédo do parkinsonismo em animas experimentais (Rotenona, 6-OHDA, MPTP e Reserpina).A
disfuncdo mitocondrial, bloqueio do transportador vesicular de monoaminas (VMATZ2), degradagéo
proteica, agregados de a-syn, neuroinflamacdo, o estresse oxidativo, diminuicdo da liberacéo e
sinalizacdo de dopamina e morte celular induzidas por essas substancias, mimetizam sintomas
observados na DP. DA: dopamina, NM: neuromelanina, ROS: espécies reativas de oxigénio, 6-OHDA:
6-hidroxidopamina, MPTP: 1-Metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina. Fonte: Adaptada de Dovonou et
al., (2023).

O modelo de parkinsonismo induzido por reserpina, um farmaco hipotensivo
(Maggioni et al., 1993), é um modelo amplamente utilizado por mimetizar as
caracteristicas crbnicas e progressivas da DP. A reserpina € extraida das raizes da
planta Rauwolfia serpentinas, que atua blogueando irreversivelmente o transportador
vesicular de monoaminas do tipo 2 (VMAT?2), impedindo o envesiculamento da DA,
NA e serotonina (Matthew et al., 2016). O bloqueio do VMAT2 nas vesiculas
presentes no terminal axonal dos neurbnios monoaminérgicos provoca o acumulo e
a oxidacdo de neurotransmissores no interior das células, resultando em danos
celulares devido ao aumento de ROS, ativagdo microglial e a expressdo de a-syn
(Ledoetal., 2017; Lee et al., 2015; Shamon e Perez, 2016) (Figura 04). Esses danos,
mimetizam a progressdo dos sintomas ndo motores, como déficits cognitivos,
ansiedade, depressédo, além dos sintomas motores, como a lentiddo para iniciar
movimentos e o tremor em repouso observados na DP (Fernandes et al., 2012; Gois
etal., 2025; Leal etal., 2019; Ledo et al., 2017; Santos et al., 2013). Como a reserpina
blogueia o VMAT-2, afetando a liberagdo das monoaminas (dopamina,

noradrenalina, adrenalina e serotonina), esse modelo € o mais adequado para



28

investigar a progressao da DP. Ele permite acompanhar o avanco do parkinsonismo

desde a fase prodromica até os estagios mais avancados da doenca.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da administracdo cronica de propranolol em alteracdes
motoras, ndo motoras e neuroquimicas em um modelo de parkinsonismo induzido

por reserpina.

3.2. Objetivos especificos
Avaliar, no modelo de parkinsonismo induzido por reserpina, o efeito da

administracdo cronica de propranolol, em diferentes doses, sobre:

o Alteracdes motoras;
o Alterac¢des cognitivas;
o Alteragbes imunorreativas para tirosina hidroxilase (TH) em éreas

cerebrais envolvidas com o controle motor e ndo motor.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados 39 ratos machos, com seis meses de idade, pesando entre
400 e 500 g, da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar, provenientes do Biotério
Setorial do Departamento de Fisiologia e mantidos no Biotério do Laboratério de
Neurobiologia Comportamental e Evolutiva (LaNCE) da Universidade Federal do
Sergipe (UFS). Os animais foram alojados em gaiolas plasticas (33 x 40 x 17 cm)
com, no maximo, quatro individuos por gaiola, sob ventilacdo e temperatura
controladas (22 + 2 °C), com ciclo claro/escuro de 12h/12 h e acesso livre a agua e
comida. Os animais utilizados neste estudo foram tratados de acordo com o0s
principios éticos estabelecidos pela Lei Arouca, n° 11.794/2008, e todos os
procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal da UFS (CEPA/UFS) sob o protocolo n® 6294030423. Todos os esforcos
foram realizados para minimizar o sofrimento e 0 nimero de animais utilizados no

neste estudo.

4.2. Drogas

A reserpina (RES) (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO), na dose de 0,1
mg/kg, foi dissolvida em 30 uL de acido acético glacial 99,7% (Vetec, Rio de Janeiro,
BR) e diluida em 30 ml de 4gua destilada, sob uma concentracdo de 1 uL/ml. A
solucdo veiculo consiste na mesma quantidade de acido acético e agua destilada
utilizadas na solucdo de reserpina. O propranolol (Sigma-Aldrich Brasil Ltda), um
bloqueador B-adrenérgico nao seletivo, nas doses del0 mg/kg, 20 mg/kg e 40 mg/kg,
foi dissolvido em tampéo fosfato de sédio (TFS) 0,1 M em pH 7,4 e 0 como veiculo
dessas solugcbes foi administrada a solucdo TFS. Foram utilizados também o
cloridrato de cetamina (Ketamina®, Agener Unido) a 100 mg/kg e o cloridrato de
xilazina (Calmiun®, Agener Unido) a 10 mg/kg para anestesia dos animais antes da

perfusao.

4.3. Procedimentos gerais

Antes do inicio dos experimentos, 0s experimentadores manipularam o0s

animais por cinco minutos diarios, durante cinco dias, com o objetivo de habitua-los
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ao toque e a presenca do experimentador. Todos os experimentos foram realizados,
preferencialmente, no mesmo turno e horario (08:00 — 16:00 horas) e entre as
sessOes dos testes comportamentais, os aparelhos foram limpos com solugéo de
etanol a 10% para evitar possiveis pistas e odores deixadas pelo animal anterior. Os
parametros comportamentais dos testes de campo aberto e alternacdo espontanea,
foram gravados e quantificados por um programa de rastreamento de animais
(Anymaze, Stoelting, USA). E importante destacar que todos os procedimentos foram
conduzidos de forma encoberta, a fim de evitar possiveis vieses do observador na

analise dos dados.

4.4, Delineamento experimental

Inicialmente, todos os animais foram submetidos ao tratamento crénico com
propranolol (PRO), nas doses de 10, 20 ou 40 mg/kg, ou veiculo, administrados por
via subcutanea (s.c.), diariamente, durante 60 dias. Os animais usados no
experimento foram distribuidos de forma randomizada. Apos 30 dias de tratamento
com o propranolol, os animais foram induzidos ao parkinsonismos com reserpina
(RES), na dose de 0,1 mg/kg, ou veiculo, administrados por via s.c., a cada 48 h,
durantes os ultimos 30 dias do experimento. Dessa forma, foram administradas 60
injecoes de propranolol (10, 20 ou 40 mg/kg) e 15 injecOes de reserpina (0,1 mg/kg)

ou longo do experimento.
Assim, foram formados, aleatoriamente, seis grupos experimentais:

1) Controle (CTR, n =7), administracdo das solu¢des veiculo do propranolol e

reserpina;

(2) Propranolol 40 (PRO 40, n = 7), administracdo de propranolol na dose de

40 mg/kg e do veiculo da reserpina;

(3) Reserpina (RES, n = 5), administracdo de reserpina (0,1 mg/kg) e da

solucéo veiculo do propranolol;

(4) Propranolol 10 e reserpina (PRO10+RES, n
propranolol na dose de 10 mg/kg e reserpina (0,1 mg/kg);

6), administracado de

(5) Propranolol 20 e reserpina (PRO20+RES, n
propranolol na dose 20 mg/kg e reserpina (0,1 mg/kg);

7), administracao de
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(6) Propranolol 40 e reserpina (PRO40+RES, n = 7), administracdo de e
propranolol na dose 40 mg/kg e reserpina (0,1 mg/kg).

Ao longo da inducdo do parkinsonismo com reserpina, ultimos 30 dias do
experimento, os animais foram submetidos aos testes comportamentais de (1)
Catalepsia (realizado a cada 48 horas, iniciando antes da primeira injecdo de
reserpina (dia zero) até o fim do experimento (dia 30); (2) Campo aberto (realizado no
dia 7); (4) Avaliacdo dos movimentos orais (realizada nos dias 6,12, 20 e 30) e (5)
Alternacéo espontanea (realizada no dia 12). No ultimo dia do experimento, ap0s 0s
testes comportamentais, os animais foram anestesiados e sacrificados por perfuséo
transcardiaca para fixacado e coleta dos encéfalos, os quais, posteriormente, foram
seccionas, e os tecidos submetidos a técnica de imuno-histoquimica, (Figura 05).
Vale destacar que todos os testes e analises foram realizados as cegas, de modo que

o avaliador ndo soubesse o tratamento de cada animal.
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Figura 5: Representagao esquematica do delineamento experimental.

4.5. Testes comportamentais

45.1. Catalepsia

O teste de catalepsia € um teste motor utilizado para avaliar a laténcia ao
iniciar o movimento. O teste foi realizado seguindo o protocolo descrito por (Bispo et
al., 2019). Resumidamente, o animal foi colocado com ambas as patas dianteiras
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sobre uma barra horizontal, elevada 9 cm da superficie de apoio das patas traseiras,
e foi medida a laténcia em que o animal sai da posicao inicial, (Figura 06). Foram
realizadas trés tentativas consecutivas, em cada dia de avaliagdo, permitindo que o
animal ficasse com as patas anteriores sobre a barra até 180 segundos. Para cada
dia de avaliacdo, foi realizada média das trés tentativas para o tempo de laténcia que

cada animal permaneceu ha barra.

Figura 6: Aparato de Catalepsia. Animal posicionado com as patas dianteiras sobre a barra de
catalepsia, elevada a 9 cm. Fonte: Laboratorio de neurobiologia comportamental e evolutiva (LaNCE).

4.5.2. Atividade exploratéria em campo aberto

A atividade exploratéria em campo aberto é um teste que avalia parametros
motores e a ansiedade. O teste foi realizado de acordo com o protocolo descrito por
Santos et al., (2013). Resumidamente, os animais foram colocados, individualmente,
no centro do aparato, uma arena circular com diametro de 80 cm, altura de 40 cm,
para livre exploragédo por cinco minutos (Figura 07). Durante o teste, uma camera,
conectada ao computador, foi colocada sobre o aparato na altura de 230 cm, para
registrar os parametros comportamentais (distancia total percorrida e tempo de
rearing), os quais foram gravados através do programa de rastreamento de animais
(Anymaze, Stoelting, USA).
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Figura 7: Teste de campo aberto. Aparato circular com o interior de cor preta para avaliar a atividade
locomotora em animais experimentais. Fonte: Laboratério de neurobiologia comportamental e evolutiva
(LaNCE).

4.5.3. Avaliacdo dos movimentos orais (MO)

A avaliacdo dos MO € um teste motor utilizado para avaliar os movimentos
involuntarios na regido oral de animais experimentais. Para a realizacédo do teste, os
animais foram colocados em uma gaiola gradeada (40 cm x 40,5 cm x 20 cm), com
espelhos posicionados abaixo e atras da gaiola, a fim de permitir que o observador
visualizasse o animal em qualquer posicao (Figura 08). Durante o teste foi avaliado o
namero de movimentos de mastigacdo no vacuo e o tempo de tremor oral, os quais
foram quantificados ao longo de 10 minutos, como em protocolos anteriores (Le&o et
al., 2017; Lins et al., 2018).

Figura 8: Teste de movimentos orais. Animal posicionado na gaiola gradeada cercada de espelhos
para avaliacdo dos comportamentos de mastigacdo no vacuo, protruséo de lingua e tremor oral. Fonte:
Laboratorio de neurobiologia comportamental e evolutiva (LaNCE).
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45.4. Alternacado espontanea

O teste de alternacdo espontanea é um teste nao motor, usado para avaliar
parametro cognitivo, como a memaoria operacional de animais experimentais. O teste
foi realizado em um aparato em formato de labirinto em cruz, composto por quatro
bragos fechados (50 x 18 x 34 cm), com o teto aberto, e um espago central (plataforma
central — 16 x 16 cm), sendo que o0s bragos estavam a uma altura de 70 cm do solo e
foram identificados pelas letras A, B, C e D, (Figura 09). Os animais foram colocados,
individualmente, no centro do labirinto, direcionados para o braco A, para livre
exploracdo dos quatro bracos, durante cinco minutos, como descrito por Campélo
(2013) e Santos (2013).

Durante o teste, uma camera, conectada ao computador, foi colocada sobre
0 aparato na altura de 230 cm, para registro e quantificacdo da sequéncia de entrada
nos bracos (Exemplo: ABCBADC). Para avaliacdo de desempenho, consideramos as
sequéncias corretas através da taxa de alternacdes, ou seja, quando o animal, em
uma sequéncia de quatro tentativas de entradas nos bracos, ndo repetiu nenhum
braco visitado anteriormente, demonstrando que ele recorda do brago visitado (Santos
et al., 2013; Campélo C. L. C., 2013). Usamos a equacdo: T= (NA/MAx100), onde NA
(numero de acertos), MA (maxima de alternacfes possiveis) para calcular a taxa de

exploracao corretas.

Figura 9: Teste de alternacdo espontanea. Esquematizacdo do aparato para a realizacdo do teste
de alternacdo esponténea, onde o animal é colocado no centro para livre exploracdo dos bracos
marcados com diferentes letras (A, B, C e D). Fonte: Laboratério de neurobiologia comportamental e
evolutiva (LaNCE).
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4.6. Avaliacdo da massa corporal
A massa corporal dos animais foi aferida a cada quatro dias ao longo de todo
o0 experimento. No entanto, devido as variacbes na massa corporal terem sido
observadas apenas apds o inicio da indugdo do parkinsonismo com a reserpina,

optamos por trazer neste trabalho apenas os dados referentes a esse periodo.

A avaliacdo da massa corporal teve o objetivo de ajustar o volume da
administragao e observar a influéncia dos tratamentos. A massa corporal foi aferida
em gramas (g) por meio da pesagem individual dos animais, utilizando uma balanca
portatil com uma cuba. Para calcular a de variacdo da massa corporal, utilizamos a
equacao: M = [(Mf/ Mi) - 1) x 100], onde M (variacdo da massa), Mf (massa final) e Mi

(massa inicial).

4.7. Perfusdo e processamento dos encéfalos
Apos o periodo de realizacdo dos testes comportamentais 0s animais foram
anestesiados, por via intraperitoneal, com uma mistura de cloridrato de cetamina (100
mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg). Com o animal completamente anestesiado
e imobilizado, foi realizado um acesso, seccionando a pele e partes moles, a cavidade
toracica. Ap6s a exposicdo da cavidade abdominal, foi realizada uma incisdo no

diafragma para exposicéo do coracéo.

Os animais foram perfundidos intracardiamente com tampéao fosfato de sodio
(TFS; pH 7,4) para a lavagem dos vasos, por 10 minutos e, posteriormente, com
paraformaldeido 4% (PFA) em tampao fosfato (TF; pH 7,4; 100 mM), por 20 minutos,
para fixacao do tecido. Apés a perfusédo, os cérebros foram removidos e mergulhados
em uma solucao fixadora de sacarose 30% a 4°C. Apos a perfusdo dos animais, as
carcagas foram depositadas em sacos plasticos apropriados e armazenadas no
freezer de coleta de material biolégico e os residuos perfurocortantes foram
armazenados em caixas adequadas para posterior recolhimento durante a coleta de

lixo especializada.

Posteriormente, os cérebros foram levados a um criostato de deslizamento
(Leica, EUA), onde foram congelados a -20 °C, cortados em secg¢des coronais de 50
pMm. As secc¢Oes foram distribuidas sequencialmente em 4 compartimentos, contendo

solugdo anticongelante. Cada um desses compartimentos corresponde a 1 de 4
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seccOes, de maneira que a distancia entre uma seccdo e a seguinte foi de
aproximadamente 250 um. Esses cortes foram armazenados em uma solucdo
anticongelante a base de etilenoglicol e TF a 4 °C até a realizacdo da técnica de

imuno-histoquimica.

4.8. Analise histolégica do tecido

4.8.1. Imuno-histoguimica

Apbs a perfusdo e seccdo dos encéfalos, os tecidos foram submetidos a
técnica de imuno-histoquimica, para tirosina hidroxilase (TH), a temperatura ambiente
(20-24°C). Para realizacéo da técnica, os tecidos foram lavados em TF a 0,1 mol/L (4
vezes de 5 minutos, sob agitacdo automatica), pré-tratadas com peréxido de
hidrogénio (H202) 0,3% e TF por 20 minutos, para inativagcdo da peroxidase
endoégena. Em seguida, foram encubado com leite desnatado 5% e TF durante 15
minutos, para evitar ligagdes inespecificas do anticorpo primario, e ao retird-los do
leite foram lavados em TF por 5 minutos, e encubados em anticorpo primario,
produzido em coelho, policlonoclonal anti-TH (#AB152 Millipore/Sigma, EUA, 1:1500),
diluidos em TF contendo Triton-X 100 a 0,4% (ICN Biomedicals) 2% durante 24 horas
(22 °C).

Na sequéncia os tecidos foram encubados em anticorpo secundario
biotinilado anti-coelho (sc2004 Santa Cruz Biotechnology, EUA, 1:750), diluido em TF
contendo TritonX 100 a 0,4%, por 2 horas. Apds 0 anticorpo secundario, as seccdes
passaram por lavagem em TF e encubac&o durante 2 horas no complexo avidina
biotina (ABC — avidin biotin complex, Elite kit, Vector Labs, Burlingame, EUA). Para
revelacdo, os tecidos foram colocados em contato com o cromdgeno, a
diaminobenzidina (DAB) (Sigma, St Louis, MO, EUA) a 2,5% diluida em TF (0,1 M/pH
7,4) e 0,01% de H20.

4.8.2. Montagem das laminas e Aquisicdo de imagens

Ap6s a imuno-histoquimica as secc¢des foram montadas em laminas
previamente gelatinizadas, e em seguida intensificadas em solucéo de tetréxido de
osmio 0,006% e desidratadas através da exposicdo a concentracdes crescentes de

alcoois, clareadas com xilol e as laminulas fixadas com Entellan (Merck). As secc¢fes
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foram examinadas por iluminacdo de campo claro (Nikon Eclipse Ci-S, Nikon
Corporatin inc., Japan) e as imagens capturadas utilizando a camera digital Ds-filc,
Nikon Corporatin inc., Japan e o programa Imaging Software NIS Elements, Nikon,
versdo 4.30, acoplada ao microscopio. Todas as areas encefalicas foram localizadas

com auxilio do atlas Paxinos e Watson (Paxinos; Watson, 2007).

4.8.3. Quantificacdo da imunorreatividade por IHC profile

Imagens dos cortes em aumento de 100x (objetiva de 10x) foram obtidas para
cada animal, e a presenca ou auséncia de células imunorreativas nos tecidos foi
observada. A imunorreatividade foi realizada por IHC profile, pois possibilita a
visualizacdo da distribuicdo de componentes celulares especificos. Foi feito a partir
de quatro secc¢des de cada animal (4 a 5 animais por grupo), onde, primeiramente
padronizamos pelo controle e, logo apos analisamos a imunorreatividade pela média
dos valores totais de pixels das 4 seccdes. Foram analisadas as seguintes areas:
substancia negra parte compacta (SNpc), area tegmentar ventral (VTA) e estriado
dorsal. A imunorreatividade das células para tirosina hidroxilase foi feita por IHC
profile, nas areas de interesse, utilizando o software Image J (versédo 1.8.0, NIH) e a
delimitacéo da area foi realizada de acordo com o atlas do cérebro de rato de Paxinos
e Watson (2007). Todas as quantificagcdes foram realizadas por um avaliador
encoberto, de forma que o experimentador ndo soubesse a que grupo pertencia cada
imagem analisada. Os valores individuais, foram normalizados em relacdo a média

dos valores obtidos.

49. Anélise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para avaliar a sua
distribuicdo dos dados, os quais foram considerados paramétricos. Apos o teste de
normalidade os dados de catalepsia, movimentos orais e massa corporal foram
submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas,
seguida do pos-teste de Fisher (LSD). Os dados de campo aberto, alternacdo
espontanea e da imuno-histoquimica foram submetidos a Analise de variancia

(ANOVA) de uma via, seguido pelo pos-teste de Fisher (LSD). Os dados foram
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expressos em média = erro padrdo da média (x E.P.M.) sendo considerados

significativos quando o p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Teste de Catalepsia

No teste de catalepsia observamos que o tratamento com propranolol atenuou
o dano motor induzido pela reserpina. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas
mostrou efeito do tempo [F(15, 495) = 46,55; p < 0,0001], tratamento [F(5, 33) = 8,571,
p < 0,0001] e interagédo tempo x tratamento [F(75, 495) = 5,577; p < 0,0001]. O pos-
teste de Fisher mostrou um aumento significativo no tempo de permanéncia na barra,
a partir do dia 14 (72 injecéo de reserpina), no grupo RES (** %p < 0,01, 8p < 0,05, 2%
22,24,26,28,30n < 0,0001), quando comparado ao grupo CTR, bem como uma diminuigcdo
significativa no tempo de permanéncia na barra, nos grupos PRO10+RES,
PRO40+RES (4 16,18, 20,22, 24,26, 28, 30y < 0,05) e PRO20+ RES, exceto no dia 18 (}4 16
20, 22, 24, 26, 28, 30n < 0,05), quando comparado ao grupo RES. Além disso, no grupo
PRO40 teve uma menor tempo na barra quando comparado ao grupo RES (121416.18,
20, 22, 24, 26, 28, 30y < (,05), assim quando comparado aos grupos PRO10+RES
(22:24.262830p < (,05), PRO20+RES (1820.2224.262830n < (,05) e PRO40+RES (%p <
0,05). Houve, também, um menor tempo na barra do grupo PRO10+RES quando
comparado ao grupo PRO40+RES (?628:3%p < 0.,05), e no grupo PRO20+RES quando
comparado ao grupo PRO40+RES (?22428:30p < 0,05) (Figura 10). Assim, as diferentes
doses de propranolol foram capazes de atenuar os danos motores provocados pela

reserpina.
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Figura 10: Efeito da administracdo cronica de propranolol (10, 20 e 40 mg/kg) no teste de
catalepsia. Foi observado o comportamento de catalepsia ao longo do tempo. O tratamento com o
propranolol, diminuiu o tempo de permanéncia na barra induzido pela reserpina, a partir do dial4. Os
valores estdo expressos como média + E. P. M. *p < 0,05 quando comparado ao CTR; #p < 0,05
comparando os grupos RES x PRO 10+RES; @p < 0,05 comparando os grupos RES x PRO 20+RES;
$p < 0,05 comparando os grupos RES x PRO 40+RES. (ANOVA de duas vias com medidas repetidas,
seguida pelo pés-teste de Fisher LSD).

Ao analisar a area sob a curva do tempo de permanéncia na barra no teste
de catalepsia, a ANOVA de uma via mostrou efeito do tratamento [F(5, 33) = 8.571;
p < 0,0001]. O pos-teste de Fisher mostrou um aumento sgnificativo no tempo de
permanéncia na barra no grupo RES quando comparado ao CRT, PRO10+RES,
PRO20+RES e PRO40+RES (p = 0,0001, p = 0,0018, p = 0,0011 e p = 0,0001,

respectivamente) (Figura 11).
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Figura 11: Efeito da administracdo crénica com propranolol (10, 20 e 40 mg/kg) no teste de
catalepsia. O tratamento com o propranolol diminuiu o tempo de permanéncia na barra induzido pela
reserpina, a partir do dial4, representado no grafico de &rea sob a curva. Os valores expressos como
média £ E. P. M. *p < 0,05 quando comparado ao CTR; #p < 0,05 comparando ao grupo RES. ANOVA
de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo pés-teste de Fisher LSD. T max: tempo méaximo.

5.2. Atividade exploratéria em campo aberto

No teste de campo aberto, realizado no 7° dia (42 injecdo de reserpina), a
ANOVA de uma via mostrou efeito do tratamento na distancia total percorrida [F(5, 33)
= 2,744, p = 0,0352] e no tempo de rearing [F(5, 33) = 4,217, p = 0,0045]. O pés-teste
de Fisher’s revelou uma reducao significativa na distancia total percorrida no grupo
RES em comparacao ao grupo CTR (p = 0,0061). No entanto, ndo houve diferenca
significativa quando comparado aos grupos PRO10+RES (p = 0,0959), PRO20+RES
(p = 0,8840), PRO40+RES (p = 0,3230) (Figura 123). Dessa forma, o tratamento com

propranolol em diferentes doses néo interferiu no déficit motor induzido pela reserpina.

Em relacdo ao tempo de rearing, o pos-teste de Fisher revelou uma reducéo
significativa no tempo de rearing no grupo RES em comparagéao aos grupos CTR e
PRO10+RES (p = 0,0061 e p = 0,0385, respectivamente). Por outro lado, o grupo
PRO10+RES apresentou um aumento significativo no tempo de rearing em
comparacao ao grupo PRO20+RES (p = 0,0419) (Figura 12B). Neste parametro, a
diminuicdo no tempo de rearing induzida por reserpina foi revertida pelo tratamento

com propranolol na dose de 10 mg/kg, mas nao nas doses de 20 e 40 mg/kg.
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Figura 12: Efeito da administracdo crbénica de propranolol (10, 20 e 40 mg/kg) na atividade
exploratéria em campo aberto. Em (A) a reserpina provocou diminuicao na atividade locomotora dos
animais, enquanto o tratamento com propranolol nédo alterou a atividade locomotora. (B) a reserpina
provocou uma reducdo no tempo de rearing, a qual foi revertida pelo tratamento com propranolol na
dose de 10 mg/kg, mas ndo pelas doses de 20 e 40 mg/kg. Os valorem foram expressos como média
+ E. P. M. *p < 0,05 quando comparado ao CTR; #p < 0,05 comparado ao grupo RES. (ANOVA de uma
via, seguida pelo p6s-teste de Fisher LSD).

5.3. Teste de movimentos orais (MO)

No teste de MO realizado nos dias 6, 12, 20 e 30 (32, 62, 102 e 152 injecdo de
reserpina, respectivamente), a ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou
efeito do tempo [F(3, 131) = 14,644679, p < 0,0001], tratamento [F(5, 131)
8,7581102, p < 0,0001], e interagédo tempo x tratamento [F(15, 131) = 2,8147727, p

0,0008] para o numero de mastigacdo no vacuo. O pos-teste de Fisher revelou que,



44

no dia 6, o grupo PRO10+RES apresentou uma reducéo significativa no numero de
mastigacdo no vacuo em comparacao ao grupo RES (p = 0,0137), enquanto o grupo
PRO40+RES aumentou o numero de mastigacao no vacuo comparado ao PRO40 (p
= 0,0127). No dia 20, o grupo RES apresentou um aumento significativo no niamero
de mastigacéo no vacuo em comparacao aos grupos CTR e PRO10+RES (p = 0,0069
e p = 0,0137, respectivamente). Além disso, o pos-teste de Fisher revelou uma
reducdo no nimero de mastigacdo no vacuo no grupo PRO10+RES comparado ao
grupo PRO 20+RES (p = 0,0054). Por fim, no dia 30, o pés-teste de Fisher revelou um
aumento significativo no numero de mastigacdo no vacuo no grupo RES em
comparacdo aos grupos CTR e PRO40+RES (p = 0,0439 e p = 0,0021,
respectivamente) (Figura 13). Neste parametro, 0 aumento no nimero de mastigacao
no vacuo induzido pela reserpina foi atenuado pelo tratamento com propranolol na

dose de 10 mg/kg nos dias 6 e 20, e na dose de 40 mg/kg no dia 30.

Para o tremor oral, a ANOVA mostrou efeito do tempo [F(3, 132) = 9,3813504,
p < 0,0001], tratamento [F(5, 132) = 4,8825704, p = 0,0004] e interacdo tempo X
tratamento [F(15, 132) = 1,7833114, p = 0,0433]. O pos-teste de Fisher revelou, no
dia 6, uma reducéo no tempo de tremor no grupo PRO10+RES em comparacédo aos
grupos RES e PRO20+RES (p = 0,0082, p = 0,0052, respectivamente). No dia 12, s6
foi observado aumento no tempo de tremor no grupo RES em comparacao ao grupo
CTR (p = 0,0407). No dia 20, o pés-teste de Fisher revelou um aumento no tempo de
tremor no grupo RES em comparacao ao grupo CTR (p = 0,0011), (Figura 13B). Para
este parametro, apenas no dia 6, o tratamento com propranolol na dose de 10 mg/kg,
mas nao nas doses de 20 e 40 mg/kg, foi capaz de reduzir o tremor oral induzido por

reserpina.
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Figura 13: Efeito da administragdo crbénica de propranolol (10, 20 e 40 mg/kg) em movimentos
orais induzido por reserpina. (A) Nos dias 6 e 20, o tratamento com propranolol na dose de 10 mg/kg
reduziu o nimero de mastigacdo no vacuo induzido por reserpina, enquanto no dia 30, apenas o
propranolol na dose de 40 mg/kg foi capaz de reduzir o nimero de mastigacéo no vacuo. (B) Apenas
no dia 6, o propranolol na dose de 10 mg/kg reduziu o tempo de tremor oral induzido por reserpina. Os
valores foram expressos como média + E. P. M. *p < 0,05 comparado ao grupo CTR; #p < 0,05
comparando os grupo RES; $p < 0,05 comparando os grupos PRO40; &p < 0,05 comparando o grupo
PRO10+RES; @p < 0,05 comparando o grupo PRO20+RES. (ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, seguida pelo pds-teste de Fisher LSD).
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5.4. Teste de alternacdo espontanea

O teste de alternacdo espontanea foi realizado no dia 12 (62 injecdo de
reserpina). A ANOVA de uma via mostrou efeito do tratamento [F (5, 33) = 4,517, p =
0,0030] para o numero maximo de entradas realizadas pelos animais de cada grupo.
O pos-teste de Fisher revelou um menor nimero de entrada nos bracos do grupo RES
em comparacdo ao grupo CTR (p = 0,0035). Além disso, 0os animais do grupo
PRO20+RES teve um menor nimero de entrada nos bragos quando comparado ao
grupo PRO40+RES (p = 0,0340) (Figura 14).
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Figura 14: Efeito da administrac&o crbénica de propranolol (10, 20 e 40 mg/kg) no namero total
de entrada no teste de alternacdo espontanea. A reserpina provocou uma redu¢do no ndimero total
de entrada nos bracos no teste de alternacdo espontanea. Os valores foram expressos como média +
E. P. M. *p < 0,05 comparado ao grupo CTR; #p < 0,05 comparando o grupo RES; @p < 0,05
comparando o grupo PRO20+RES. (ANOVA de uma via, seguida pelo pés-teste de Fisher LSD).

A ANOVA de uma via mostrou efeito de tratamento [F (5, 33) = 2,6935255, p
= 0,0379] para a taxa de alternacéo corretas realizadas pelos animais. O pés-teste de
Fisher revelou uma reducéo significativa na taxa de alternacao correta no grupo RES
em comparacédo ao grupo CTR (p = 0,0086). Além disso, houve um aumento na taxa
de alternagbes corretas no grupo PRO10+RES comparado aos grupos RES e
PRO20+RES (p = 0,0271 e p = 0,0312, respectivamente), (Figura 15). Na alternagao
espontanea, o tratamento com propranolol na dose de 10 mg/kg, mas ndo nas doses

de 20 e 40 mg/kg, melhorou a memaria de trabalho prejudicada pela reserpina.
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Figura 15: Efeito da administracdo crénicade propranolol (10, 20 e 40 mg/kg) no déficit cognitivo
induzido por reserpina. A reserpina provocou uma reducdo na taxa de alternagfes corretas, no
entanto o tratamento com propranolol na dose de 10 mg/kg, mas ndo nas doses de 20 e 40 mg/kg,
impediu os danos cognitivos provocados pela reserpina. Os valores foram expressos como média * E.
P. M. *p < 0,05 comparado ao grupo CTR; #p < 0,05 comparando o grupo RES; @p < 0,05 comparando
0 grupo PRO20+RES. (ANOVA de uma via, seguida pelo pos-teste de Fisher LSD).

5.5. Massa corporal

A ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou efeito de tempo [F(5,
315) = 17,803195, p < 0,0001], tratamento [F(8, 315) = 7,4197790, p < 0,0001] e
interacdo tempo x tratamento [F(40, 315) = 1,8121815, p = 0,0029]. O pds-teste de
Fisher revelou, a partir do 15° dia, que houve uma reducao significativa na massa
corporal do grupo RES em comparacédo ao grupo CTR (p = 0,0021) até o final do
experimento, e do grupo CTR quando comparado ao PRO40 (p = 0.0045) somente
neste dia. Ocorreu, também, uma reducao da massa corporal do grupo PRO20+RES

guando comparado ao grupo PRO40, a partir do 19° dia (p = 0,0097) (Figura 16).
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Figura 16: Efeito da administrac&o crénica de propranolol (10, 20 e 40 mg/kg) na perda de massa
corporal induzida por reserpina. A reducdo da massa corporal induzida por reserpina, a partir do dia
15, néo foi revertida pelo tratamento cronico de propranolol em nenhuma dose (10, 20, ou 40 mg/kg).
Os valores expressos como média + E. P. M. *p < 0,05 quando comparado ao CTR. (ANOVA de duas
vias com medidas repetidas, seguida pelo pos-teste de Fisher LSD).

5.6. Imuno-histoquimica para tirosina hidroxilase sobre a

administracdo crénica do propranolol em diferentes doses

5.6.1. Imuno-histoquimica para tirosina hidroxilase (TH*)

A ANOVA de uma via mostrou uma diferenca significativa na imunorreatividade
de TH* nas regides encefalicas da SNpc [F(5, 21) = 4,171; p = 0,0087] e na VTA [F(5,
19) = 2,884; p = 0,0421], mas ndao mostrou diferenca no estriado [F(5, 20) = 1,780; p
= 0,1629]. O poés-teste de Fisher revelou uma redugdo significativa na
imunorreatividade de TH* na SNpc do grupo RES em comparacao aos grupos CTR,
PRO20+RES e PRO40+RES (p = 0,0007, p = 0,0075, p = 0,0346, respectivamente),
(Figura 17A). Na VTA, houve uma reducéo significativa na imunorreatividade de TH*
no grupo RES em comparacao aos grupos CTR e PRO40+RES (p = 0,0150 e p =
0,088, respectivamente) (Figura 17B). No estriado, ndo houve diferenca entre os
grupos, (Figura 17C). O tratamento com propranolol impediu a reducdo na
imunorreatividade de TH+ induzida por reserpina na SNpc, nas doses de 20 e 40

mg/kg, e em VTA, na dose 40 mg/kg.
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Figura 17: Efeito da administragdo crbénica de propranolol (10, 20 e 40 mg/kg) na
imunorreatividade tirosina hidroxilase (TH+). (A) Na SNpc, propranolol nas doses de 20 e 40 mg/kg
impediu a reducdo na imunorreatividade de TH* induzida por reserpina. (B) Em VTA, propranolol,
apenas na dose 40 mg/kg, impediu a reducao na imunorreatividade de TH* induzida por reserpina. (C)
No estriado, ndo houve diferenca entre os grupos. Os valores foram expressos como média + E. P. M.
*p < 0,05 comparado ao grupo CTR; #p < 0,05 comparando ao grupo RES; @p < 0,05 comparando o
grupo PRO20+RES (ANOVA de uma via, seguida pelo p6s-teste de Fisher LSD).
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Figura 18: Imuno-histoquimica paratirosina hidroxilase (TH). Imagem representativa da marcag&o para
imunorreatividade de TH nas areas da substancia negra parte compacta (SNpc), area tegmentar ventral (VTA) e
estriado. CTR= controle; PRO 40= propranolol 40 mg/kg; RES= reserpina; PRO 10 + RES= propranolol 10 mg/kg
+ reserpina; PRO 20 + RES= propranolol 20 mg/kg + reserpina e PRO 40 + RES= propranolol 40 mg/kg + reserpina.
Barra de escala 200um.
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho, avaliamos o efeito do tratamento crénico com
propranonol (10, 20 ou 40 mg/kg) em alteragbes comportamentais e neuroquimicas
em um modelo de parkinsonismo induzido por reserpina (0,1 mg/kg). Observamos que
a administracdo do propranolol, em diferentes doses, atenuou o déficit motor, na
catalepsia, e apenas a dose de 10 mg/kg aumentou o tempo de rearing, no campo
aberto. Em MO, propranolol, nas doses de 10 e 40 mg/kg, reduziu o niumero de
mastigacdo no vacuo, enquanto apenas a dose 10 mg/kg reduziu o tempo de tremor
oral, na fase inicial do parkinsonismo. Além disso, propranolol, ha dose de 10 mg/kg,
reduziu o déficit cognitivo no teste de alternacdo espontanea. Em relacdo a
imunorreatividade para TH*, observamos a administracdo de propranolol, nas doses
de 20 e 40 mg/kg, preveniu contra a reducdo de TH+ na SNpc, enquanto apenas a

dose de 40 mg/kg preveniu contra a reducdo de TH+ em VTA.

Estudos tém indicado que o uso cronico de propranolol pode aumentar o risco
para a DP (Mittal et al., 2017, Germay, de et al., 2020). O propranolol € um
betabloqueador adrenérgico ndo seletivo para os receptores 1 e 32, 0s quais sao
expressos em diversas regifes do encéfalo (Al-Majed et al., 2017; Black et al., 1964).
Estudos sugerem que o propranolol pode aumentar a expressao de a-syn, a qual esta
associada a neurodegeneracao dopaminérgica e a manifestacéo de sintomas motores
(Frei e Truong, 2022; Mittal K et al., 2017; Rocha, Miranda, De e Sanders, 2018).

No presente estudo, o tratamento crénico com propranolol mostrou-se eficaz
para alguns parametros motores e cognitivos. No entanto, houve grande variagdo nos
resultados de acordo com as doses avaliadas. N6és observamos que o propranolol
diminuiu o tempo de laténcia para iniciar o movimento, na catalepsia. Esse
comportamento pode ser associado ao sintoma de bradicinesia em pacientes com DP
(Bologna et al., 2020; Paparella et al., 2023). A bradicinesia esta relacionada a um
baixo nivel de respostas excitatérias para desencadear a resposta motora (Bologna et
al., 2020). No entanto, um estudo recente mostrou que o propranolol aumenta a
excitabilidade do cortex motor de pacientes com tremor essencial 4 horas apos a
administragcdo (Miguel-Puga et al., 2024). Além disso, a administragdo diaria de
propranolol (30 mg/kg) por 8 dias aumenta a sintese e atividade GABAérgica em ratos
espontaneamente hipertensos, reduzindo a excitabilidade corticoespinhal e,

consequentemente, atenuando o tremor em pacientes com tremor essencial
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(Remiszewska et al., 1992; Vogelnik Zakelj et al., 2024). Além disso, o propranolol
pode modular a expressao da subunidade GIuAl do receptor de glutamato no SNC
durante a retencdo da memoria do medo condicionado, um mecanismo mediado pela
reativacédo da sinalizac@o adrenérgica. Esse processo envolve a ativacdo da PKA e
da proteina quinase Il dependente de célcio, que regulam outros receptores por meio
da fosforilagcdo da subunidade GIuAl. Nesse contexto, o propranolol reduziu essa
reativacdo por meio do antagonismo dos receptores B-adrenérgicos (Zhou et al.,
2015), o que sugere uma possivel atenuacdo dos sintomas motores. Com base
nesses achados, acreditamos que o propranolol possa modular a atividade dos
interneurdnios GABAEérgicos no estriado e a expressao de receptores glutamatérgicos
no cortex motor, aumentando a excitabilidade cortical e melhorando o desempenho

motor.

Também observamos que o propranolol ndo afetou a atividade locomotora dos
animais, e apenas a dose de 10 mg/kg aumentou o tempo de rearing (comportamento
de levantar-se). O comprometimento da marcha, do movimento de caminhada e do
equilibrio em individuos com DP envolve diversas regides encefalicas, incluindo
ndcleos estriatais, subtalamicos, cerebelares e corticais, as quais sédo controladas por
varios sistemas de neurotransmissores (Mirelman et al., 2019). A literatura indica que
o propranolol pode reduzir sintomas motores sem afetar a atividade locomotora
(Angrini, Leslie e Shephard, 1998; Zhou et al., 2022). Acreditamos que a expressao
dos receptores beta-adrenérgicos em diferentes grupos neuronais e regifes
encefalicas, aliada a administracédo crénica de propranolol, pode modular a sintese e
liberacdo de neurotransmissores, contribuindo para atenuacgéo dos sintomas da DP.

O tremor é um dos sintomas mais evidentes na DP, denominado como um
movimento involuntério e ritmico e ainda ndo tem uma fisiologia definida, e pode se
apresentar de varios tipos, como tremor postural ou de repouso (Bloem et al., 2016;
Pasquini et al., 2018). Os MO, mastigacdo no vacuo e tremor oral, assemelham-se
aos movimentos involuntarios observados na DP, e em nosso estudo, observamos
qgue o propranolol, apenas na dose de 10 mg/kg, reduziu esses parametros em uma
fase mais inicial do parkinsonismo enquanto a dose de 40 mg/kg reduziu a mastigacéo
no vacuo na fase mais avancada. No entanto, curiosamente a dose de 20 mg/kg néo

teve influéncia nestes parametros. Nossos resultados corroboram estudos que
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mostram a eficacia do propranolol no tratamento do tremor de repouso e acao (Pirker
et al., 2023; Zhou et al., 2022).

Uma hipotese a ser considerada € a possivel ocorréncia de sintomas motores
da DP fora dos ganglios da base, envolvendo a ativacdo do circuito cerebelo-talamo-
cortical, mais relacionada com o tremor postural (Black et al., 1964; Zhou et al., 2022).
Além disso, o LC emite projecdes noradrenérgicas para esse circuito e pode
intensificar o tremor por meio da liberagdo exacerbada de noradrenalina, além de
modular vias de neurotransmissores, como a GABAérgica e a glutamatérgica, e a
atividade dos canais de sodio (Braak et al., 2003; Dirkx et al., 2016; Isaias et al., 2012;
Zach et al., 2017; Ziemann et al., 2015).

Adicionalmente, o propranolol tem sido associado a melhora da discinesia
tardia, caracterizada por movimentos involuntarios induzidos pela levodopa (Barnum
et al., 2012). Duas hipdteses que podem explicar esse efeito: primeiro, a ativacédo
aumentada do sistema noradrenérgico por estimulos externos em individuos em uso
de levodopa, que pode ser atenuada pelo bloqueio dos receptores B-adrenérgicos pelo
propranolol; segundo, a acéo do propranolol em regides do estriado, onde ha uma alta

densidade de receptores B-adrenérgicos (Carpentier et al., 1996).

Apesar da DP ser considerada uma desordem motora, estudos mostram que
0s pacientes da doenca apresentam comprometimento cognitivo tanto na fase
prodrémica quanto na fase avancada da doenca (Ramos e Machado, 2021; Wallace
et al., 2022). Neste estudo, a reserpina diminuiu 0 nimero total de alternacdes, o que
pode estar relacionado com uma reducdo motivacional, uma vez que pacientes com

a DP apresentam menor comportamento motivacional (Thompson et al., 2023).

Em relacédo a taxa de alternacdo espontanea, observamos que o tratamento
com propranolol na dose de 10 mg/kg melhorou a memaria operacional, ou memoaria
de trabalho, dos animais induzidos ao parkinsonismo com reserpina. Esse resultado
corrobora os achados de Ernst et al., (2016), os quais mostram que o propranolol
melhora o tempo de reacdo a pequenas ameacas. Ohno et al., (1997), relata que o
propranolol na dose de 10 mg/kg ndo prejudica a meméria de trabalho de ratos, isso
pode estar relacionado com a interacdo entre 0s sistemas noradrenérgico e
colinérgico na regido do hipocampo, regido envolvida com a regulacao dos processos

envolvendo a memoria de trabalho. Além disso, a memoéria de trabalho € processada
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em outras areas encefalicas, especialmente no cortex pré-frontal, onde a acetilcolina,
principal neurotransmissor envolvido nas fungcdes cognitivas, desempenha um papel
fundamental nesse tipo de memoéria (Zhou et al., 2011). No entanto, outro estudo,
mostrou que o propranolol (80 mg) prejudica a memoria de trabalho de participantes
que foram submetidos a tarefas de distragcbes emocionais, como a tarefa emocional
de Sternberg, possivelmente o propranolol pode ter diminuido componentes de
excitacdo relacionados com aspectos emocionais, jA que, a noradrenalina esta
envolvida com esse tipo de comportamento (Oei et al., 2010). Por outro lado, o
propranolol também é utilizado para tratamento de memadrias emocionais envolvidas
com ansiedade e medo (Archer et al., 2025; Garakani et al., 2020), o que pode

influenciar positivamente na memoria de trabalho.

A memoria de trabalho é responsavel por armazenar informacdes de curto
prazo, e esta muito envolvida com o controle da atencéo (Robinson, 2012). O sistema
noradrenérgico se projeta para todo o encéfalo, principalmente para regifes
envolvidas no processamento da memoria e da atencdo (Berridge e Waterhouse,
2003). Além disso, a ativagao de receptores B-adrenérgicos inibe neurbnios
GABAérgicos facilitando a ativacéo de receptores de NMDA e assim favorecendo a
excitabilidade neuronal, processo importante na aquisicdo de memodria e na
aprendizagem (Lei et al., 2007). Dessa forma, a reducao na liberagéo de NE prejudica
o desempenho cognitivo, afetando a atencdo e a memoaria de trabalho (Unsworth e
Robison, 2017).

Além dos sintomas ndo motores ja citados, a perda de massa corporal € um
sintoma comum na DP, que esta associada a ageusia (perda do paladar) e a
hipogeusia (diminuicdo da sensibilidade do paladar) (Tarakad e Jankovic, 2017). No
presente estudo, o tratamento com propranolol ndo impediu a perda de massa
corporal induzida pela reserpina. Nossos resultados sao consistentes com a literatura,
uma vez que nao mostram uma relacao entre o uso de propranolol e a variacao de

massa corporal (Sechi, Dardis e Bembi, 2012).

A DP é caracterizada pela neurodegeneragéo dopaminérgica e deplecdo de DA
na via nigroestriatal. No modelo de parkinsonismo induzido por reserpina, esta bem
consolidada a reducéo da expresséo da enzima TH, envolvida na sintese de DA (Bispo
et al., 2019; Lins et al., 2018; Melo et al., 2022). No presente estudo, observamos que

o tratamento com propranolol preveniu a reducéo de neurbnios expressando TH* na
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SNpc (doses de 20 e 40 mg/kg) e em VTA (dose de 40 mg/kg), corroborando estudos
anteriores onde mostram que o propranolol aumenta a expressdo génica e a

expressdo da TH* (Peters e Mazurkiewicz-Kwilecki, 1975; Tibensky et al., 2021).

Levamos em consideragdo que os niveis de NE aumentam no cérebro em
resposta ao estresse, e €& um neurotransmissor central dos processos
neuroinflamatorios, devido a ativacdo de células gliais (Sugama et al., 2019).
Agonistas 32-adrenérgicos inibem a via do NFkB promovendo efeito anti-inflamatoérios
e neuroprotetor (Gleeson et al.,, 2010; Ryan et al., 2013), e consequentemente
antagonistas impediriam esse efeito. No entanto, propranolol ndo influéncia o dano
dopaminérgico e parece exercer efeito neuroprotetor (Peters e Mazurkiewicz-Kwilecki,
1975; Tibensky et al., 2021).

Acreditamos que o propranolol possa proteger os neurénios dopaminérgicos
através da modulacdo de mecanismos anti-inflamatérios e antioxidantes. Estudos
mostram que o propranolol pode aumentar a ativacdo de macrofagos na sua forma
anti-inflamatoria, influenciar a expressdo de CD163, CD206 e IL-10, proteinas
responsaveis pela modulacdo da resposta imune e anti-inflamatoria, respectivamente
(Abdin, Soliman e Saied, 2014). Além disso, através da mobilizacdo dos macréfagos,
o propranolol pode aumentar a ativacdo do Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related
factor 2), um fator de transcricdo envolvido no aumento da expressdo de proteinas
antioxidantes associados na regulacdo de respostas citoprotetoras (Maccari et al.,
2024). Uma vez que o excesso de estresse oxidativo esta relacionado a morte de
neurénios na DP (Maccari et al., 2024; Mohammed, Tadros e George, 2024), a
producdo de antioxidante, mediada por Nrf2, pode prevenir a neurodegeneracao

dopaminérgica.

Neste estudo, curiosamente, ndo observamos redugéo significativa de TH* no
estriado dos animais tratados com reserpina, diferente de outros estudos com o
mesmo protocolo (Bispo et al., 2019; Lins et al., 2018; Melo et al., 2022). Supomos
gue os danos desta regido, que devido ao processamento do tecido, bem como o
baixo nimero de animais analisados na imuno-histoquimca tenha influenciado a

auséncia de diferenga entre 0s grupos.

Em suma, observamos que no teste de catalepsia houve uma reduc¢éo do dano

motor induzido pela reserpina de forma dose dependente. Porém, em relacdo aos
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demais testes comportamentais, observamos que o tratamento com o propranolol na
dose de 10 mg/kg mostrou-se mais eficaz. Entretanto, o tratamento do propranolol nas
doses de 20 e 40 mg/kg mostrou-se neuroprotetor contra a deplecdo de tirosina
hidroxilase em nucleos dopaminérgicos. Estes resultados mostram que o propranolol
pode atuar no SNC modulando vias excitatorias e inibitérias atenuando sintomas
parkinsonianos. Contudo, estudos adicionais sdo necessarios para compreender 0s
mecanismos envolvidos no efeito protetor do propranolol no parkinsonismo induzido

por reserpina.
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7. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo indicam que o tratamento crénico com
propranolol atenua déficits motores e ndo motores, além de prevenir contra a reducéo
de tirosina hidroxilase no modelo de parkinsonismo induzidos por reserpina. Esses
achados sugerem uma possivel acdo neuroprotetora do propranolol, contrariando a

hipétese de que o uso cronico do propranolol possa aumentar os ricos para a DP.

No entanto, nossos dados apontam que a eficacia do propranolol parece ser
dose-dependente na catalepsia e na substancia negra compacta, diferente dos outros
parametros. Essa relacdo reforca a necessidade de estudos adicionais para

compreender a 0s mecanismos neuroprotetores do propranolol na progressao da DP.
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RESULTADOS

o tratamento com o propranolol, nas diferentes doses, ndo apresentou
risco de parkinsonismo induzido pela reserpina, melhorando alguns

parametros comportamentais e neuroquimicos avaliados no presente
trabalho.




76

ANEXO |

; ) g:;ﬁ;?i:: de Comissio de Etica no
!:i Sergipe Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeito da modulacio da via noradrenérgica e a influéncia dos receptores nicotinices sobre
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2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem comeo com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacio Animal (COMCEA), e foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sergipe
(CEUAJUFS) na reunido de 25/08/2023.

We certify that the proposal "Effect of noradrenergic pathway modulation and the influence of nicotinic recepters on
neursinflammatory, neurochemical and behavioral changes in a reserpine-induced model of parkinsonism”, utilizing 288
Heteragenics rats (288 males), protecal number CEUA 6294030423 o coorag, under the responsibility of Auderlan Mendonga de
Gdis and team; josé Ronaldo dos Santos; Katty Anne Amador de Lucena Medeiros; Milena Caroline Nunes Monteiro de Carvalho;
Jodo Eduargo Conceicdo Melo; Heitar Franco Santos; Maria Micaelle Gomes Tavares ; Mylalne Santos Mendoenga, josé Leandre
Santos Souza; Maria Camila Santos de Olivelra ; Leila Barros de [esus; Ana Clela Alves Da Luz; josd Carlos Jiinlo da Sifva Lima;
Tamiris Rodrigues Santos ; Cdssia Ellen De Jesus Lima - which invalves the production, maintenance andfor use of animals
belenging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is
in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the Natienal
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal
University of Sergipe (CEUAJUFS) in the meeting of 08/25/2023.

Finalidade da Proposta: Pesquisa {Académica)
Vigéncia da Proposta: de 0972023 a 02/2027 Area: Fisiolonia

Origem: Biatério da Universidade Federal de Sergipe
Espécie:  Ratos heterogénicos texg:  Machos idade: 4 a & meses N: 288
Linhagem: Rattus norvegicus linhagem Wistar Pesa: 250245049

Local do experimento: Os animals estario alocados no Laboratdrio de Neurofisiolegia (LNFS) durante realizagdo dos experimentos,
sendo o biotério de apoio o Biotério setorial, ambos localizados no departamento de fisiologia

Sao0 Cristdwdo, 06 de setembro de 2023

Prof. Dr. josemar Sena Batista Prof. Dr. Anderson Carlas Marcal
Coordenador da Comissiio de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comisséio de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sergipe Universidade Federal de Sergipe

£, Marechal Rondon, s Jardm Fosa Elze - CEP 49100000 - Sk Cristovao(SE - tel: 55 |73) 31946510/ 6511
Morario de stendimento: 28 3 62 das Bh s 12h e das 14h as 126 @ e-mai: cepautsiFgrmail.com
CELMA W 873000 7
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