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1. Introdução 

 

A doença de Parkinson (DP) é a desordem motora mais comum no mundo (Chia; 

Tan; Chao, 2020) e é a segunda desordem neurodegenerativa mais comum entre os idosos 

depois do Alzheimer (Reich; Savitt, 2019). A DP não tem causa definida (Beitz, 2014), e é 

considerada uma doença multifatorial, levando ao comprometimento progressivo do 

controle motor (Lotankar; Prabhavalkar, Bhatt, 2017).  

Por ser uma doença multifatorial, vários fatores de risco estão associados a DP, 

como a idade avançada, histórico familiar da doença, exposição a pesticidas, neurotoxinas 

e a outros fatores ambientais (Beitz, 2014), os quais estão associados às variações na 

prevalência da doença em diferentes regiões do planeta (Ole-Bjørn; Stortein, 2017). Outro 

fator de risco associado a DP é a diferença de sexo, uma vez que há uma prevalência da 

doença em homens em comparação as mulheres, devido a um efeito neuroprotetor dos 

hormônios sexuais femininos (Lima et al., 2021), no entanto, ainda não são claros os 

mecanismos envolvidos. 

Normalmente a DP tem uma progressão silenciosa e o diagnóstico é feito pela 

observação dos sintomas motores cardinais, o tremor em repouso, rigidez muscular, 

bradicinesia e instabilidade postural, e embora a DP seja predominantemente definida 

pelos sintomas motores, alguns sintomas não motores são observados em estágios iniciais 

da doença, como disfunção autonômica e intestinal, déficit cognitivo, alterações 

psiquiatras, disfunção sensorial e perturbações do sono (Chia; Tan; Chao, 2020; Samii, 

Nutt; Ransom, 2004). Os sintomas motores são resultado da morte progressiva de 

neurônios dopaminérgicos na substância negra parte compacta (SNpc), levando a uma 

deficiência de dopamina no estriado (Dauer; Przedborski, 2003; De Virgilio et al., 2016), 

morte a qual, está associada a formação de corpos de Lewy, com agregados da proteína 

alfa-sinucleína, que prejudicam o funcionamento dos neurônios dopaminérgicos (Beitz, 

2014). Enquanto isso, os sintomas não motores da doença de Parkinson provavelmente 

estão relacionados à disfunção específica das vias noradrenérgica e serotonérgica no 

cérebro (Leal et al., 2019a; Leal et al., 2019b). Além disso, há um estudo que sugere que o 

sistema GABAérgico pode desempenhar um papel nas manifestações não motoras nos 

estágios iniciais da doença, especialmente em pacientes com distúrbio do comportamento 

do sono REM isolado ou aqueles com navegação medicamentosa (Titova & Chaudhuri, 
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2018; Murueta-Goyena et al., 2019).  Também, a DP é considerada uma doença 

multissistêmica, uma vez que além do encéfalo, pode afetar outros órgãos, como o cólon, 

as glândulas salivares e a pele. No entanto, os maiores desafios da doença estão 

relacionados aos danos motores (Bloem; Okun; Klain, 2021). 

Além da disfunção dopaminérgica, estudos mostram que a via noradrenérgica 

desempenha um papel crucial na fisiopatologia da DP, incluindo a progressão dos danos à 

via dopaminérgica (Sampaio et al., 2020; Pozzi et al., 2023). Os estudos epidemiológicos 

surgem que o uso de fármacos agonistas dos receptores β2-adrenérgicos (β2AR) podem 

estar associados a um menor rico de desenvolver a DP e o mecanismo envolvido na 

modulação desses receptores está associado a resposta inflamatória pelas células gliais 

(Ryan et al., 2013; O’Neill; Harkin, 2018; Paredez-Rodriguez et al., 2020). 

Nesse contexto, investigar o efeito neuroprotetor dos agonistas seletivos para os 

β2AR, pode trazer grande contribuição para o desenvolvimento de novas estratégias 

terapêuticas para a DP. Dessa forma, neste estudo avaliamos o efeito da administração 

crônica de salbutamol sobre alterações neuroquímicas em um modelo de Parkinsonismo 

induzido por reserpina. 

 

2. Revisão Bibliográfica 

 

A DP é uma das doenças neurodegenerativas mais comum na população idosa, 

atrás apenas da doença de Alzheimer (Ole-Bjørn & Stortein, 2017). A DP foi descrita pela 

primeira vez em 1817, pelo médico britânico James Parkinson, em “Um Ensaio sobre a 

Paralisia Agitante”, entre os principais sintomas relatados por Parkinson estão o tremor, 

que era observado durante o repouso e descrito como um movimento tremulante 

involuntário. Ele também mencionou a lentidão de movimento, embora não tenha feito 

uma distinção clara entre fraqueza e lentidão, mas destacou a redução da potência 

muscular. Além disso, Parkinson notou que o sono dos pacientes se tornava perturbado e 

que havia a presença de intestinos lentos ou torpor dos intestinos. Importante destacar que, 

segundo Parkinson, os sentidos e o intelecto dos pacientes permaneciam inalterados. Esses 

sintomas formaram a base inicial para a compreensão da doença que hoje leva o nome de 

Parkinson. (Goedert; Compston, 2018; Parkinson, 2002). 

Embora a DP possa ser considerada uma doença de forma genética, a maioria dos 
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pacientes são acometidos pela forma esporádica, na qual ainda não é possível afirmar com 

precisão quais os fatores ambientais podem desencadear a doença (Lees; Hardy; Revez, 

2009). No entanto, o envelhecimento é um dos principais fatores de risco, uma vez que a 

incidência e prevalência da doença aumenta com o avanço da idade, principalmente em 

pessoas acima de 65 anos, com pico de incidência entre 70 e 79 anos (Ole-Bjørn; Stortein, 

2017; Wickremaratchi et al., 2011).  A DP é de ocorrência global, mas apresenta 

prevalência variável entre populações asiáticas, africanas, europeias e americanas, 

fortalecendo a influência da interação genética e ambiental (Ou et al., 2021). Dessa forma, 

projeções apontam que com aumento do envelhecimento da população mundial, o número 

de casos de DP deve aumentar consideravelmente nas próximas décadas, o que impactará 

significativamente as políticas públicas e a qualidade de vida dos pacientes e suas famílias 

(Ole-Bjørn; Stortein, 2017).  

Fisiopatologicamente, a DP é caracterizada pela presença de inclusões 

citoplasmáticas proteicas, denominadas “Corpos de Lewy”, uma das principais causas da 

morte de neurônios dopaminérgicos na SNpc, o que leva a depleção de dopamina no 

estriado e ao surgimento dos sintomas motores da característicos da doença (Dauer; 

Przedborski, 2003; Braak et al., 2003). O estudo de Braak et al. (2003), mostrou que a 

progressão da DP esporádica segue um padrão estereotípico que pode ser dividido em seis 

estágios, dos quais afetam, progressivamente, diferentes regiões encefálicas. Segundo 

Braak, a doença começa em regiões periféricas até atingir o tronco cerebral inferior e áreas 

olfatórias, o que pode ser associado aos sintomas não motores precoces (Doorn et al., 

2014; Scheperjans et al., 2015). Em sequência, a doença progride para núcleos superiores 

do tronco cerebral e para a substância negra, provocando os sintomas motores conhecidos 

da DP (Moustafa et al., 2016; Fahn, 2003; Jankovic, 2008). E por fim, alcança o córtex 

cerebral, contribuindo para os sintomas mais avançados da doença como os déficits 

cognitivos e demência (Braak et al., 2003; Park & Stacy, 2009; Rana et al., 2015; 

Aarsland, Zaccai & Brayne, 2005; Aarsland & Kurz, 2010).  

Além do comprometimento dopaminérgico, estudos apontam que a disfunção do 

sistema noradrenérgico desempenha um papel crucial na progressão da DP, influenciando 

uma gama de sintomas não motores, bem como dos sintomas motores (Sampaio et al., 

2020; Pozzi et al., 2023; Paredez-Rodriguez et al., 2020; Titova et al., 2017). Este sistema 

é composto por neurônios que utilizam a noradrenalina como neurotransmissor, e assim 
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como a dopamina, é uma monoamina da família das catecolaminas, as quais são derivadas 

da tirosina (Nagatsu, Toshiharu & Udenfriend, 1964; Gibson & Wurtman, 1978; Paredez-

Rodriguez et al., 2020). Além disso, esses neurônios enviam projeções para várias regiões 

cerebrais envolvidas na regulação do humor, atenção, resposta ao estresse e diversas 

funções autonômicas (LeWitt, 2012; Paredez-Rodriguez et al., 2020). Dessa forma, danos 

nas projeções noradrenérgicas, causadas por diferentes fatores, incluindo deposição 

proteica como sugerido por Braak, resulta no aparecimento de diferentes sintomas e na 

progressão da DP (Paredez-Rodriguez et al., 2020). 

Na DP, a ativação de células gliais, microglias e astrócitos, pode aumentar a 

produção de citocinas pró-inflamatórias, gerando um quadro neuroinflamatório 

contribuindo para a neurodegeneração dopaminérgica e para a progressão da doença (Kam 

et al., 2020; Kwon & Koh, 2020). Por outro lado, tem sido observado que a modulação do 

sistema noradrenérgico, através do aumento da disponibilidade da noradrenalina ou 

modulação dos receptores adrenérgicos, pode apresentar efeito neuroprotetor através da 

diminuição da resposta inflamatória na via dopaminérgica (Yssel et al., 2018; Ryan et al., 

2013; O’Neill; Harkin, 2018; Paredez-Rodriguez et al., 2020). 

Nesse contexto, estudos mostram que o uso crônico de fármacos agonistas dos 

β2AR estão associados a um risco reduzido para o desenvolvimento da DP enquanto o uso 

de fármacos antagonistas dos β2AR estão associados a um risco aumentado para a doença 

(Hopfner et al., 2020; Chen et al., 2021; Scherzer, Riise & Locascio, 2020). Além disso, a 

modulação desses receptores pode regular a expressão da α-sinucleína (Mittal et al., 2017;) 

e reduzir a produção de citocinas pró-inflamatórias promovendo um efeito neuroprotetor 

(Ryan et al., 2013; O’Neill; Harkin, 2018). No entanto, Qian et al. (2009) mostra que a 

ativação dos β2AR pode induzir neurotoxicidade dopaminérgica, através da ativação glial 

por via dependente de ERK/proteína quinase-A (Qian et al., 2009). Posteriormente, outro 

estudo do mesmo autor revela que doses extremamente baixas de salmeterol, um agonista 

de longa duração dos β2AR, conferem ação neuroprotetora ao inibir a ativação microglial 

por uma via dependente de β2AR/β-arrestina2, mas independente de cAMP/PKA (Qian et 

al., 2011). Dessa forma, são necessários estudos que esclareçam a relação entre os 

agonistas dos β2AR e a progressão da DP. 

Devido a DP não apresentar uma etiologia defina e se manifestar, principalmente, 

na forma esporádica, com uma grande variedade de mecanismos fisiopatológicos, são 
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necessários estudos que possam esclarecer esses mecanismos e ajudem a desenvolver 

novas estratégias terapêuticas que impeçam a progressão da doença. Nesse sentido, 

estudos em modelos animais que possam representar as características fisiopatológicas da 

DP têm proporcionado grandes avanços na compreensão desses mecanismos e no 

desenvolvimento de novas substâncias com potencial neuroprotetor (Li et al., 2023; Song, 

Peng & Zhu, 2021; Silva-Martins et al., 2021; Brandão et al., 2017).  

Entre os modelos animais utilizados para o estudo da progressividade dos 

sintomas e das características fisiopatológicas da DP, o modelo farmacológico induzido 

por reserpina tem se destacado (Cunha et al., 2022; Fadanni et al., 2023; da Cruz Guedes 

et al., 2023). A reserpina é um alcaloide indólico natural, extraído da Rauwolfia serpentina 

que em alguns casos pode apresentar substâncias com propriedades antioxidantes, 

antimicrobianas e anti-mutagênicas (Ramu et al., 2021). No entanto, inicialmente, a 

reserpina foi utilizada para o controle da hipertensão e tratamento da esquizofrenia, porém 

após observação dos sintomas colaterais, foi visto que o tratamento prolongado 

desencadear sintomas semelhantes aos da DP nos pacientes hipertensivos (Lee et al., 2015; 

Li et al., 2022). Logo, esse fármaco tornou-se uma valiosa ferramenta para a indução do 

parkinsonismo em modelos animais. No sistema nervoso central, a reserpina inibe o 

transportador vesicular de monoaminas (VMAT2) impedido que os neurotransmissores 

monoaminérgicos, como a dopamina, noradrenalina e serotonina, sejam transportados para 

dentro das vesículas e liberados na fenda sináptica, o que provoca ao surgimento 

progressivo de sintomas motores e não motores semelhantes à DP (Leão et al., 2015; 

Wang et al., 2023).   

Os estudos mostram que o modelo animal induzido por reserpina é um importante 

modelo para simular a característica progressiva do parkinsonismo, bem como por 

representar, claramente, sintomas não motores em estágios iniciais e sintomas motores em 

estágios avançados do parkinsonismo (Santos et al., 2013; Lins et al., 2018; Leal et al., 

2019). Além disso, a reserpina está envolvida em mecanismos que podem levar a danos 

celulares, como sua capacidade de inibir o fluxo autofágico, levando ao acúmulo de α-

sinucleína nos autofagossomos (Lee et al., 2015), aumento do estresse oxidativo 

(Fernandes et al., 2012; Leão et al., 2017) e ao aumento na liberação de fatores pró-

inflamatórios que podem levar à neurodegeneração dopaminérgica (Cunha et al., 2022) e à 

progressão do parkinsonismo. Dessa forma, esse modelo animal tem sido eficaz para a 
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compreensão dos mecanismos fisiopatológicos associados a DP e para o desenvolvimento 

de estratégias terapêuticas que a retardem a progressão da doença.  

 

3. Objetivos 

 

3.1. Objetivo Geral: 
 

Avaliar o efeito da administração crônica de salbutamol sobre alterações 

neuroquímicas em um modelo de parkinsonismo induzido por reserpina. 

 

3.2. Objetivos Específicos: 
 

• Avaliar o efeito do tratamento com salbutamol na imunorreatividade para tirosina 

hidroxilase em um modelo animal de parkinsonismo induzido por reserpina; 

 

• Avaliar o efeito do tratamento com salbutamol na imunorreatividade para GFAP 

em um modelo animal de parkinsonismo induzido por reserpina. 

 

4. Metodologia 

 

4.1. Animais 
 

Foram utilizados 28 ratos, com quatro meses de idade, com peso de 

aproximadamente 250g, da espécie Rattus novergicus, linhagem Wistar, provenientes do 

biotério setorial do departamento de fisiologia da Universidade Federal do Sergipe (UFS). 

Os animais foram alojados aleatoriamente em número de 4 animais, em gaiolas plásticas 

(33 x 40 x 17 cm), sob ventilação e temperatura controladas (22 ± 2 ºC), com ciclo 

claro/escuro de 12h/12h e acesso livre à água e comida. Os animais utilizados neste estudo 

foram tratados de acordo com os princípios éticos estabelecidos pela Lei brasileira para o 

uso de animais em pesquisas (Lei Arouca 11.794 de 8 de outubro de 2008) e todos os 

procedimentos experimentais foram analisados e aprovados pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa Animal da UFS (CEUA/UFS), sob o protocolo de nº 6294030423. Todos os 

esforços foram realizados para minimizar o número de animais usados e o seu sofrimento. 
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4.2. Drogas 
 

A reserpina (RES) (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO) 0,1 mg/kg foi dissolvida 

em ácido acético glacial (Vetec, Rio de Janeiro, BR) 99,7% (30 µL) e diluída em água 

destilada (30 mL). O veículo consiste na mesma quantidade de ácido acético e água 

destilada usados na solução de reserpina.  

O salbutamol (5 mg/kg), agonista seletivo β2-adrenérgico, foi dissolvido em 

solução salina 0,9 mg/ml. Por fim, o cloridrato de cetamina (Ketamina®, Agener União) 

100 mg/kg e o Cloridrato de xilazina (Calmiun®, Agener União) 10 mg/kg, foram 

utlizados para anestesia dos animais. 

 

4.3. Delineamento Experimental 
 

Para este experimento foram utilizados 28 animais, ratos da linhagem Wistar, 

com 4 meses de idade, os quais foram submetidos ao tratamento crônico com solução 

salbutamol (5 mg/kg) ou veículo, por via subcutânea (s.c), diariamente durante 75 dias. 

Nos últimos 30 dias, metade dos animais tratados com salbutamol ou veículo foram 

induzidos ao parkinsonismo com uma injeção s.c. de reserpina (0,1 mg/kg) a cada 48 

horas, no total de 15 injeções, formando os grupos (1) CTR, controle, que recebeu apenas 

as soluções veículos (n = 7); (2) SALB, tratado diariamente com salbutamol (n = 7); (3) 

RES, que recebeu a solução de reserpina (n = 7); e (4) RES-SALB, tratado com 

salbutamol e reserpina (n = 7). No último dia do experimento, os animais foram 

anestesiados e sacrificados por perfusão transcardíaca, os encéfalos foram coletados e 

processados para serem submetidos a técnica de imuno-histoquímica. 
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Figura 1: Desenho esquemático do delineamento do experimento. 

 

4.4. Perfusão e processamento dos encéfalos 

 

Após o período de injeções, no último dia do experimento, os animais foram 

anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetamina (100 mg/Kg) e cloridrato de 

xilazina (10 mg/Kg) intraperitoneal. Com o animal completamente anestesiado e 

imobilizado, foi realizado um acesso, seccionando a pele e partes moles, a cavidade 

torácica. Após a exposição da cavidade abdominal, foi realizada uma incisão no diafragma 

para exposição do coração.  

Os animais foram perfundidos intracardiamente com tampão fosfato de sódio 

(TFS; pH 7,4) para a lavagem dos vasos, por 10 minutos e, posteriormente, com 

paraformaldeído 4% (PFA) em tampão fosfato (TF; pH 7,4; 100 mM), por 20 minutos, 

para fixação do tecido. Após a perfusão, os encéfalos foram removidos e mergulhados em 

uma solução fixadora de sacarose 30% e mantidos a temperatura de 4ºC. Após a perfusão 

dos animais, as carcaças foram depositadas em sacos plásticos apropriados e armazenadas 

no freezer de coleta de material biológico situado no biotério do Departamento de 

Fisiologia da UFS para posterior recolhimento durante a coleta de lixo especializada. 

Os resíduos perfurocortantes foram armazenados em caixas adequadas e levados 

até o hospital universitário para descarte junto ao material do hospital. Os encéfalos foram 

levados a um criostato de deslizamento (Leica, EUA) onde foram congelados à -20ºC para 

obtenção de secções coronais de 50 μm, que foram distribuídas sequencialmente em 4 

compartimentos, em um meio líquido contendo solução anticongelante. Cada um desses 

compartimentos corresponde a 1 de 4 secções, de maneira que a distância entre uma 
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secção e a seguinte seja de aproximadamente 250 μm. Estes cortes foram armazenados em 

uma solução anticongelante à base de etilenoglicol e TF e posteriormente conservados a 

uma temperatura de 4 ºC até as reações de imuno-histoquímica 

 

4.5. Análise histológica do tecido 

 

4.5.1. Imuno-histoquímica 

 

Após os encéfalos serem cortados em secções com espessura de 50 μm, as 

secções dos tecidos foram submetidas à técnica de imuno-histoquímica a temperatura 

ambiente (22-25ºC). Os tecidos foram lavados em TF 0,1 M (4 vezes de 5 minutos, sob 

agitação automática), e em seguida previamente tratados com peróxido de hidrogênio 

(H2O2) 0,3% e TF por 20 minutos, para inativação da peroxidase endógena.  

Em seguida, os tecidos foram lavados em TF 0,1 M (4 vezes de 5 minutos, sob 

agitação automática) para retirar o excesso de H2O2 e foram lavados em leite desnatado 

5% e TF durante 15 minutos, para evitar ligações inespecíficas do anticorpo primário, e ao 

retirá-los do leite foram lavados em TF por 5 minutos, em seguida encubados em 

anticorpos primários, todos produzidos em coelho, policlonais, anti-tirosina hidroxilase 

(TH) (#AB152 Millipore/Sigma, EUA, 1:3000), anti-proteína ácida fibrilar glial (GFAP) 

(Millipore, Billerica, MA, United States, 1: 1000); diluídos em TF contendo Triton-X 100 

a 52 0,4% (ICN Biomedicals), e soro normal de cabra (Sigma Chemical Company) a 2% 

durante 24 horas (22 ºC). Na sequência os tecidos foram tecidos foram lavados em TF 0,1 

M (4 vezes de 5 minutos) e depois encubados em anticorpo secundário biotinilado anti-

coelho (sc2004 Santa Cruz Biotechnology, EUA, 1:1000), diluído em TF contendo 

TritonX 100 a 0,4%, por 2 horas. Após o anticorpo secundário, as secções passaram por 

lavagem em TF (4 vezes de 5 minutos) e encubação durante 2 horas no complexo avidina 

biotina (ABC – avidin biotin complex, Elite kit, Vector Labs, Burlingame, EUA). Em 

seguida os tecidos foram lavados em TF 0,1 M (4 vezes de 5 minutos) e depois os tecidos 

foram colocados em contato com o cromógeno, a diaminobenzidina (DAB) (Sigma, St 

Louis, MO, EUA) a 2,5% diluída em TF (0,1 M/pH 7,4) e 0,01% de H2O2 para o processo 

de revelação. 

 

4.5.2. Aquisição das imagens 

 

Após a imuno-histoquímica as secções foram montadas em lâminas previamente 
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gelatinizadas, e em seguida intensificadas em solução de tetróxido de ósmio 0,006% e 

desidratadas através da exposição a concentrações crescentes de álcoois, clareadas com 

xilol e as lamínulas fixadas com Entellan (Merck). As secções foram examinadas por 

iluminação de campo claro (Nikon Eclipse Ci-S, Nikon Corporatin inc., Japan) e as 

imagens capturadas utilizando uma câmera digital (Ds-fi1c, Nikon Corporatin inc., Japan) 

e um programa específico para essa finalidade (Imaging Software NIS Elements, Nikon, 

versão 4.30), os quais estavam acoplados ao microscópio; as áreas encefálicas foram 

localizadas com auxílio do atlas Paxinos e Watson (PAXINOS; WATSON, 2007). 

 

4.5.3. Contagem das células 

 

Para cada animal foram feitas imagens dos cortes em aumento de 100x (objetiva 

de 10x), e observada a presença ou ausência de células imunorreativas nos tecidos. A 

contagem das células foi realizada em 4 secções obtidas em cada animal (5 a 7 animais por 

grupo) e o número de células para cada animal correspondeu à média entre as 4 secções 

analisadas. Foram analisadas as seguintes áreas: SNpc e área tegmentar ventral (VTA). 

Todas as células imunorreativas a TH nas áreas de interesse foram contadas utilizando o 

software Image J (versão 1.6.0, NIH) e a delimitação da área foi realizada com base no 

atlas de Paxinos e Watson (2007). As contagens foram realizadas “as cegas”, de forma que 

o experimentador não sabia a que grupo de tratamento pertencia cada imagem a ser 

analisada. Os valores para cada animal foram normalizados pela média do grupo controle. 

 

4.5.4. Avaliação da densitometria óptica relativa (DOR) 

 

Para a análise da DOR as imagens foram obtidas em um mesmo momento, 

submetidas a uma mesma intensidade de luz, sem passar por qualquer modificação de 

brilho e contraste, uma vez que os valores em pixels encontrados em cada imagem 

correspondem a uma intensidade maior ou menor de marcação de determinada substância 

no tecido analisado. Cada animal foi representado por 4 imagens consecutivas para cada 

área: estriado dorsal e substância negra reticulada (SNr), as quais foram analisadas 

utilizando o software Image J (versão 1.6.0, NIH). Na mesma imagem também foi 

selecionado um campo de igual tamanho para uma área controle, com pouca ou quase 

nenhuma marcação no tecido. O número médio de pixels calculados nos campos de 

interesse foi subtraído do número de pixels da área controle no mesmo tecido. Assim 
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como na contagem de células, os valores para cada animal foram normalizados pela média 

do grupo controle. 

 

4.6. Análise estatística 

 

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-

Smirnov, os quais apresentaram distribuição normal o que permitiu a escolha de testes 

paramétricos para análise dos dados. Em linhas gerais, foi utilizada análise de variância 

(ANOVA) de uma via, seguida do pós-teste LSD de Fisher. Os dados foram expressos 

como média mais ou menos o erro padrão da média (± E.P.M.) e foram considerados 

significativos os valores com p > 0,05. Para análise estatística dos dados foi utilizado o 

programa Graphpad Prism versão 8.0. 

 

5. Resultados e Discussões 

 

5.1. Imuno-histoquímica para Tirosina Hidroxilase (TH) 
 

A ANOVA de uma via mostrou diferença significativa para o número de células 

imunorreativas a TH na SNpc [F (3,16) = 3,550; p = 0,0384] e VTA [F (3,16) = 15,15; 

p<0,0001] entre os grupos experimentais. O pós-teste de Fisher LSD revelou uma redução 

significativa no número de células imunorreativas a TH na SNpc no grupo RES quando 

comparado ao grupo CTR (p = 0,0112) e ao grupo RES-SALB (p = 0,0443),  já na VTA, 

houve uma redução no número de células TH+ no grupo RES e no grupo RES-SALB  

quando comparados ao CTR (p<0,0001 e p=0,0247, respectivamente), contudo a redução 

vista no grupo RES-SALB foi menos acentuada que no grupo RES, havendo diferença 

estatística na comparação entre eles (p = 0,0006),  Figura 2A e B; e Figura 3. 

A ANOVA de uma via mostrou diferença significativa na DOR para 

imunorreatividade a TH no estriado dorsal [F (3,16) = 6,779; p = 0,0037]. O pós-teste de 

Fisher LSD mostrou uma redução significativa na DOR para imunorreatividade a TH no 

grupo RES quando comparado ao grupo CTR (p = 0,0299) e ao grupo RES-SALB (p = 

0,0042), Figura 2C e Figura 3.  
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Figura 2: Efeito do tratamento com Salbutamol (5 mg/kg) no número de células e densidade óptica 

relativa (DOR) em regiões dopaminérgicas em um modelo de parkinsonismo induzido por reserpina 

(0,1 mg/kg). Em A e B, o grupo RES apresentou uma diminuição significativa no número de células 

imunorreativas a TH na SNpc e VTA comparado aos grupos CTR e RES-SALB. Em C, O grupo RES 

apresentou uma redução significativa na DOR para TH no estriado comparado aos grupos CTR e RES-

SALB. Os valores foram expressos como média ± E. P. M.. *p < 0,05 quando comparado o grupo CTR; #p < 

0,05 quando comparado ao grupo RES. (ANOVA de uma via seguidas pelo pós-teste LSD de Fisher). 

Controle (CTR); reserpina (RES); salbutamol (SALB); e reserpina-salbutamol (RES-SALB). 
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Figura 3: Imunorreatividade para Tirosina Hidroxilase (TH): Imagem representativa da marcação para 

TH nas áreas SNpc, Estriado e VTA. Controle (CTR); reserpina (RES); salbutamol (SALB); e reserpina-

salbutamol (RES-SALB). 

A TH, identificada pela primeira vez em células catecolaminérgicas, é uma enzima 

que atua na conversão da tirosina em L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), no início da via 

de síntese da dopamina e noradrenalina e adrenalina (Nagatsu et al., 2023; Nagatsu, 

Toshiharu & Udenfriend, 1964). Desde então, essa enzima é utilizada como biomarcador 

para identificar as projeções dopaminérgicas nas regiões encefálicas relacionadas a DP. 

Como observado em outros estudos, a injeção de baixas doses de RES provoca 

uma diminuição no número de células e na DOR para TH, indicando que a RES provoca 

danos em células dopaminérgicas, na SNpc e VTA, levando a uma depleção de dopamina 

no estriado semelhante ao observado na DP (Santos et al., 2013; Swanson, 1982). Por 

outro lado, observamos que o tratamento crônico com SALB impediu os danos 

provocados pela RES na via dopaminérgica, como relatado em estudos realizados com 

outros agonistas seletivos para os β2AR (O’Neill et al., 2020; Mittal et al., 2017). Isso 
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sugere que o efeito neuroprotetor promovido pelo SALB e outros agonistas dos β2AR 

pode ser importante para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para a DP. 

 

5.2. Imuno-histoquímica para GFAP 

 

A ANOVA de uma via mostrou diferença significativo na DOR na 

imunorreatividade para GFAP na SNr [F (3, 24) = 3,303; p = 0,0374] e no estriado dorsal 

[F (3, 24) = 6,900; p = 0,0016]. O pós-teste de Fisher LSD mostrou uma diminuição 

significativa na DOR da imunorreatividade para GFAP no grupo RES quando comparado 

ao grupo RES-SALB (p = 0,0044) na SNr, Figura 4A e Figura 5, e um aumento 

significativo da DOR para GFAP no grupo RES quando comparado ao grupo CTR e ao 

grupo RES-SALB (p = 0,0019 e p = 0,0044, respectivamente) no estriado dorsal, Figura 

4B e Figura 5.  

 
Figura 4: Efeito do tratamento com Salbutamol (5 mg/kg) na densidade óptica relativa (DOR) para 

GFAP na substância negra reticulada (SNr) e estriado dorsal em um modelo de parkinsonismo 

induzido por reserpina (0,1 mg/kg). Em A, o grupo RES apresentou uma diminuição significativa da DOR 

para GFAP comparado ao RES-SALB na SNr. Em B, o grupo RES apresentou um aumento significativo da 

DOR para GFAP comparado ao grupo CTR, no estriado dorsal. Controle (CTR); reserpina (RES); 

salbutamol (SALB); e reserpina-salbutamol (RES-SALB). 



                                                                                
SERVIÇO PÚBLICO FEDERAL 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE 

PRÓ-REITORIA DE PÓS-GRADUAÇÃO E PESQUISA  

 

 

 

 
Figura 5: Imunorreatividade para GFAP: Imagem representativa da imunorreatividade para GFAP na 

SNr e no estriado dorsal. Controle (CTR); reserpina (RES); salbutamol (SALB); e reserpina-salbutamol 

(RES-SALB). 

A proteína ácida fibrilar glial (GFAP), é uma proteína de filamentos 

intermediários componente do citoesqueleto citoplasmático, expressa principalmente em 

astrócitos, células da glia abundantes no sistema nervoso central (Messing & Brenner, 

2020). Os astrócitos são essenciais para o metabolismo cerebral, transporte de nutrientes e 

estabilização sináptica nas redes neuronais, e são importantes biomarcadores do sistema 

nervoso central (Lotankar; Prabhavalkar, Bhatt, 2017). Na fisiopatologia da DP, os 

astrócitos desempenham um papel fundamental na manutenção da barreira 

hematoencefálica, na modulação de fatores neuroinflamatórios (Preininger & Kaufer, 

2022; Chiareli et al., 2021) e na preservação a função de mitocôndrias através da 

transmitofagia, que envolve a remoção de mitocôndrias neuronais danificadas, ou 

possivelmente fornecendo mitocôndrias saudáveis. Como tem sido observado em estudos 
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recentes que a troca mitocondrial entre astrócitos e neurônios pode mitigar danos 

neuronais (Bantle et al., 2021; Verkhratsky et al., 2023).  

Tem sido demonstrado que danos neuronais podem promover a ativação 

astrocitária, o que pode aumentar a produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) e 

reduzir a síntese agentes antioxidantes, o que pode potencializar os danos neuronais 

(Verkhratsky et al., 2023). Em nossos resultados, observamos a RES provocou uma leve 

redução da DOR para GFAP na SNr e um aumento significativo no estriado, corroborando 

com a hipótese do dano retrógrado (Leal et al., 2019b), enquanto que o grupo que foi 

tratado com salbutamol e reserpina teve um aumento na densidade na SNR e uma redução 

no estriado, sugerindo um processo inflamatório, nossa hipótese é de que seja um processo 

em estágio resolutivo, corroborando outros estudos com agonistas dos β2AR (O’Neill et 

al., 2020; Torrente et al., 2023).  

Segundo Cunha et al. (2022), a RES aumenta a imunorreatividade para o GFAP a 

partir da 10º injeção de RES (Cunha et al., 2022), o que seria um momento crítico dos 

sintomas motores observados nesse modelo de parkinsonismo. Além disso, Leal et al. 

(2019b) relatou que os danos neuronais causados pela RES podem estar associados a uma 

disfunção axonal retrograda (Leal et al., 2019b), o que explicaria um maior aspecto 

inflamatório e ativação astrocitária no estriado dorsal. No entanto, pela ausência da 

quantificação de citocinas não é possível afirmar se essas células estavam atuando em um 

estágio pró-inflamatório ou pró-resolutivo, com a liberação de mediadores inflamatórios 

ou anti-inflamatórios, respectivamente. 

 

6. Conclusões 

 

No presente trabalho observamos que o tratamento crônico com salbultamol 

apresenta um efeito neuroprotetor por impedir a redução de tirosina hidroxilase e o 

aumento de GFAP induzido por reserpina. Sugerindo que o efeito neroprotetor pode estar 

associado a uma ação anti-inflamatória relacionada à modulação das células gliais. No 

entanto, mais estudos são necessários para compreender os mecanismos neuroprotetores 

associados à modulação dos β2AR e a progressão da DP. 
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7. Perspectivas 

 

Para trabalhos futuros, temos como perspectivas, avaliar o efeito do salbutamol: 

1) Em diferentes estágios do parkinsonismo por reserpina; 

2) Na morfologia e mobilização dos astrócitos e microglias; e 

3) Na liberação de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias;  
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8. Outras atividades 

 

Dentre as atividades necessárias para realização do projeto, foram realizadas 

buscas e leitura de artigos científicos, em inglês e português, em periódicos como 

PUBMED, CAPES e Scielo para embasamento científico e metodológico de todas as 

etapas do projeto, bem como para interpretação dos dados a serem coletados e para 

produção do relatório final. 

Como previsto no cronograma do plano de trabalho, ao longo desse período 

desenvolvi várias atividades e aprendi diversas técnicas que serão necessárias para a 

realização dos experimentos, como: 
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• Manejo de Animais: Realizei procedimentos experimentais em ratos da linhagem 

Wistar, como imobilização, administração de drogas e preparação para testes 

comportamentais;  

• Contribui para a manutenção do biotério, realizando transferências de animais 

entre caixas durante os processos de limpeza; 

• Técnica de Imuno-histoquímica e montagem de lâminas: estudei e treinei os 

processos teóricos e práticos de casa fase da técnica de imuno-histoquímica, bem 

como da montagem de lâminas permanentes, fases necessárias na observação 

microscópica de tecidos marcados por corantes ou substâncias fluorescentes. 

Técnica utilizada na identificação visual de proteínas específicas, contribuindo para 

uma interpretação precisa dos resultados. 

 

Técnicas de laboratório:  

• Manuseio da bomba peristáltica para administrar soluções de forma controlada e 

precisa durante procedimentos experimentais;  

• Preparação de soluções para perfusão, envolvendo cálculos químicos específicos 

para garantir dosagem exata; 

• Manuseio do microscópio para visualizar amostras de tecidos. 

 

Participação em outros projetos desenvolvido pelo grupo de pesquisa: 

• Contribuí para outros projetos do laboratório, avaliando o efeito de agonistas e 

antagonistas β-adrenérgico na predisposição à doença de Parkinson; 

• Participação em reuniões semanais realizadas pelo grupo de pesquisa para 

discussão artigos e projetos científicos. 

 

Estudos adicionais:  

• Realizei estudos sobre os aspectos fisiopatológicos associados à doença de 

Parkinson e dediquei tempo à leitura de artigos científicos para ampliar o 

conhecimento sobre a área. 

Participação de eventos:  

• Participei da IX SEMAC 2023, e assisti os minicursos que tratam sobre “Mente 
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em Foco: Explorando a Neurobiologia da Memória e Ansiedade” 

•  Participei da IX SEBITA 2024 – Semana da Biologia de Itabaiana-SE, e assisti 

os minicursos que tratam sobre “Autismo além dos rótulos: Explorando 

fundamentos fisiológicos e comportamentais para promover inclusão e 

aceitação da diversidade” e “Explorando os sentidos: Uma jornada sensorial”. 

 

Premiação: 

• Esse trabalho foi apresentado e premiado com Menção Honrosa na IX 

SEBITA 2024. 
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