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RESUMO

EFEITO DA ADMINISTRAC}AO DE CLORIDRATO DE FLUOXETINA EM UM
MODELO DE PARKINSONISMO INDUZIDO POR RESERPINA, Clarissa Gomes
Andrade Alvaia, Sdo Cristovao, 2017.

A Doenga de Parkinson (DP) € a segunda desordem motora mais comum e também é
considerada uma doenca progressiva multissistémica ligada a varios sintomas ndo motores
(SNM), como a depressao, que acomete cerca de 50% dos pacientes. Os inibidores seletivos
da recaptacdo de serotonina (ISRS) sdo considerados os principais medicamentos para o
tratamento desse SNM, embora pesquisas que utilizaram inducdo aguda de parkinsonismo
tenham relacionado a fluoxetina ao agravamento dos sintomas motores. Diante disso, este
estudo objetivou avaliar o efeito da administragéo de cloridrato de fluoxetina em um modelo
de parkinsonismo induzido por baixas doses de reserpina. Foram utilizados 64 ratos Wistar,
machos, com idade de 7 a 9 meses, provenientes do Biotério Setorial do Departamento de
Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe. Os animais foram divididos aleatoriamente em
quatro grupos: veiculo fluoxetina + veiculo reserpina (CTR); fluoxetina 10 mg/kg + veiculo
reserpina (F); fluoxetina 10 mg/kg + reserpina 0,1 mg/kg (F + R); e veiculo fluoxetina +
reserpina 0,1 mg/kg (R). Durante o tratamento, os animais foram submetidos aos testes de
campo aberto, catalepsia e avaliagdo dos movimentos orofaciais. Foi observado aumento da
laténcia na barra, diminuicdo da distancia total percorrida em campo aberto, diminui¢do do
namero de rearing, aumento dos movimentos involuntarios de mandibula e maior alteracéo de
peso corporal dos animais do grupo F + R. O tratamento apenas com fluoxetina provocou
alteracdes imunohistoquimicas, como a diminui¢do da expressdo de TH no estriado dorsal e
aumento da marcagdo para 5-HT no ndcleo dorsal da rafe, sem correlagdo com nenhum
sintoma motor para esse grupo. O grupo F + R apresentou resultados de imunorreatividade

distintos para as administragdes breve e continuada.

Palavras-chave: Discinesia; Tremor; Depressdo; Inibidores Seletivos de Recaptacdo de

Serotonina.
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ABSTRACT

EFFECT OF FLUOXETINE HYDROCHLORIDE ON A MODEL OF
PARKINSONISM INDUCED BY RESERPINE, Clarissa Gomes Andrade Alvaia, Sado
Cristévao, 2017.

Parkinson's Disease is the second most common motor disorder and is also considered a
progressive multisystemic disease associated to several nom motor symptoms (NMS), such as
depression, with a prevalence of about 50% among PD patients. Selective serotonin reuptake
inhibitors (SSIR) are the main treatment for this NMS, although researches with acutely
induced parkinsonism has related fluoxetine to increased motor impairment. The aim of the
present research is to evaluate the effect of the fluoxetine hydrochloride on a model of
parkinsonism induced by low doses of reserpine. Sixty-four male 7-9-month-old Wistar rats
were used, and were obtained from vivarium of the Department of Physiology — Federal
University of Sergipe. Animals were divided into four groups: fluoxetine vehicle + reserpine
vehicle (CTR); fluoxetine 10 mg/kg + reserpine vehicle (F); fluoxetine 10 mg/kg + reserpine
0,1 mg/kg (F + R); and fluoxetine vehicle + reserpine 0,1 mg/kg (R). During the treatment,
the animals were submitted to open field test, catalepsy test and tremoulous jaw movement
evaluation. It was shown that animals treated with fluoxetine and reserpine spent more time at
the catalepsy test, decreased distance travelled, lower number of rearing at the open field test,
increased tremulous jaw movements and increased weight loss. The treatment only with
fluoxetine caused immunohistochemistry changes, such as decrease of TH expression in the
dorsal striatum and increased staining of the dorsal raphe nucleus, with no correlation with
MS for this group. The F + R group showed different immunohistochemistry results for both

acute and continued administrations.

Key-words: Diskinesia; Tremor; Depression; Selective Serotonin Reuptake Inhibitors.
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1. INTRODUCAO

Entre as doencas neurodegenerativas, a Doenca de Parkinson (DP) é a segunda mais
comum, com uma incidéncia de 8-18 a cada 100.000 pessoas ao ano, e é relacionada a idade,
afetando cerca de 1% das pessoas acima de 60 anos e 4% acima de 80 (WIRDEFELDT et al.,
2011). E estimado que cerca de 1 milhdo de pessoas sejam acometidas pela DP nos Estados
Unidos (LANG; LOZANO, 1998), causando grande gasto econdmico (HUSE et al., 2005). E
estimado que o numero de pessoas acometidas por esta doenca chegue a 9.3 milhdes nos
paises mais populosos até o ano de 2030 (DORSEY et al., 2007).

Os sintomas motores (SM) classicos da DP estdo associados a presenca de corpos de
Lewy e a perda de neurdnios dopaminérgicos (GIBB; LEES, 1988). Contudo os sintomas nao
motores (SNM) como deméncia (BUTER et al., 2008), prejuizo cognitivo (FOLTYNIE;
BRAYNE; BARKER, 2002), altera¢des no sono (FALUP-PECURARIU, DIACONU, 2017)
e depressdo (WANG et al., 2017) podem preceder os SM em até uma década (CHAUDHURI,;
NAIDU, 2008; CHAUDHURI; YATES; MARTINEZ-MARTIN, 2005).

O déficit cognitivo ocorre em estagios iniciais da doenca e comumente inclui
alteracdo da memoria, funcdo executiva e funcdo visoespacial (LITVAN et al., 2011). A
deméncia acomete aproximadamente 80% dos pacientes de DP num periodo de 8 anos, o que
causa grande impacto na qualidade de vida dos pacientes e cuidadores e esta relacionada ao
aumento da mortalidade (PIROGOVSKY-TURK et al., 2016).

Embora ndo tenha uma causa evidente, ha fatores de risco associados, principalmente
o envelhecimento (COLLIER; KANAAN; KORDOWER, 2017). Além disso, ha referéncias
de que disfuncBes mitocondriais (SHAPIRA et al., 1990), neuroinflamacdo (CHEN; ZANG,;
HUANG, 2016) e o estresse oxidativo (BLESA et al., 2015) tenham papel importante no
desenvolvimento da doenca, apesar de 0S mecanismos precisos pelos quais a DP se
desenvolve ainda nédo estejam bem esclarecidos.

O diagnostico da DP em muitos casos pode ser de dificil conclusdo, pois tanto os
pacientes quanto os médicos podem ter dificuldades em reconhecer alguns dos sintomas,
como alteracBes precoces na marcha — que podem ser sutis e atribuidas ao processo de
envelhecimento (BREEN et al., 2013). O critério mais utilizado para diagnostico da DP é a do
Banco de Cérebro da Sociedade de Parkinson do Reino Unido (da sigla em inglés

UKPDSBB), sendo o principal sintoma a bradicinesia, associada a outros fatores.
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Os sinais cardinais da doenca sdo bradicinesia, tremor, rigidez e instabilidade
postural (JANKOVIC, 2008). Parte desses sintomas motores da DP, particularmente a
bradicinesia e rigidez, ocorrem devido a perda progressiva de neurénios dopaminérgicos, com
consequente diminuicdo da DA na substancia negra e no estriado (FAHN, 2003).

Essa degeneracdo dopaminérgica na DP estd relacionada com inclusdes de o-
sinucleina, conhecidas como corplsculos de Lewy (BRAAK et al.,, 2003). Ndo apenas
resultante de alteracbes dopaminérgicas, sdo observadas essas inclusdes em areas
serotoninérgicas, como nos nucleos da rafe (SEIDEL et al., 2015). Ainda, foi observada
relacdo direta entre a fadiga e a depressdo em pacientes com DP, e que este ultimo sintoma
estd negativamente correlacionado aos niveis de 5-HT no liquido cerebrospinal (ZUO et al.,
2016).

Ainda em relacao a depressdao na DP, uma pesquisa analisou estudos de 1922 a 1998
e observou que cerca de um terco dos pacientes apresentavam depressdo, com sintomas que
incluiam apatia, alteragdes de memoria e pensamento suicida (SLAUGHTER et al., 2001).

Para o tratamento desses sintomas de transtornos, os inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina (ISRS) sdo os medicamentos mais prescritos para 0s pacientes com
DP (RICHARD; KURLAN, 1997). No entanto, hd evidéncias de que o uso destes
medicamentos estd relacionado com aumento da alteragdo motora nos pacientes de DP e,
entre 0s ISRS, a fluoxetina estd indicada como o ISRS responsavel por esse agravamento
(MORELLI et al., 2011; PODURGIEL et al., 2015).

Em relacdo a este agravamento dos SM em pacientes com DP devido ao uso de
ISRS, até o momento, ha& disponivel na literatura publicagbes com modelos animais de
parkinsonismo, no entanto, sdo baseados na inducédo aguda das alteracGes motoras observadas
na DP, impossibilitando a mimetizacdo da caracteristica progressiva da doenca. Esses
modelos impossibilitam o estudo de SNM que precedem 0s SM.

Além disso, o envolvimento de outros neurotransmissores na fisiopatologia da
Doenca de Parkinson, como a serotonina, justifica a pesquisa de outros sistemas, além do
dopaminérgico, de forma que se possa modular os diferentes sintomas e efeitos colaterais
decorrentes do tratamento da doenca.

Nesse sentido, nosso grupo de pesquisa desenvolveu um modelo animal capaz de
estudar a natureza progressiva da DP, baseado na administragcdo repetida de baixas doses
(0,1mg/kg) de reserpina s.c. (FERNANDES et al., 2012; SANTOS et al., 2013).

Hipotetizamos que a administracdo de ISRS em estagios iniciais da DP, como forma de
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tratamento dos SNM (ansiedade e depressdo) causa uma antecipa¢cdo ou aumento dos SM. No
presente estudo, utilizamos o modelo de parkinsonismo crénico, com baixas doses de

reserpina, para acompanharmos as alteracdes comportamentais e neuroquimicas causadas pela
administracéo repetida de fluoxetina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doenga de Parkinson

A DP afeta milhdes de pessoas em todo o mundo e foi melhor descrita por James
Parkinson como paralisia agitante em 1817 em sua publica¢do “Um ensaio sobre a paralisia
agitante” do inglés “An essay on the shaking palsy”. Posteriormente, essa doenga ¢ chamada
de Doenca de Parkinson por Charcot, em 1888, como uma homenagem a James Parkinson
(PARKINSON, 1817 apud PIRES et al., 2017).

E estimado que a DP afete entre 1 e 2 % da populagio com idade acima de 60 anos
(de LAU; BRETELER, 2006). Sua prevaléncia no Brasil ainda ndo é conhecida (BRASIL,
2010). Sendo a idade considerada o principal fator de risco para o desenvolvimento da DP,
esta doenca assume importante implicacdes quanto a satde publica, uma vez que é observado
o envelhecimento populacional e aumento da expectativa de vida (KALIA; LANG, 2015).

Alem de afetar um numero maior de homens do que mulheres (BREEN et al.,
2013), a DP apresenta outras diferencas relativas a género: mulheres apresentam idade mais
avancada do inicio dos sintomas, sdo mais propensas a apresentarem a forma de tremor
dominante da doenca e apresentam menor disfuncdo nigroestriatal (HAAXMA et al., 2007).
H& também diferencas quanto a apresentagdo dos sintomas. Um estudo com 948 pacientes
com DP constatou que mulheres apresentaram mais depressao e fadiga, enquanto os homens
apresentaram mais alteracGes de marcha (SCOTT et al., 2000). Entre as diferentes etnias, a
DP também se apresenta de forma heterogénea, sendo mais comum em hispanicos, seguidos
por brancos ndo-hispanicos, asiaticos e negros (VAN DEN EEDEN et al., 2003).

A DP tem sido ha muito tempo considerada uma patologia decorrente da
degeneracdo dopaminérgica na Substdncia Negra parte compacta (SNpc), que acarreta
diminuicdo da dopamina (DA) no estriado e o surgimento dos principais SM da DP: tremor de
repouso, instabilidade postural, bradicinesia e rigidez (SANDERS; GREENAMYRE, 2013).
Ressalta-se que existem outros circuitos neuronais e alteracbes neuroquimicas consideradas
cruciais no desenvolvimento da doenca como o serotoninérgico (HUOT et al., 2017), o
colinérgico (FUJITA et al., 2005), o canabindide (PIZANI et al., 2005), o opidide
(CHARRON et al., 2011) e o glutamatérgico (CALON et al., 2002).
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Além das alteragbes motoras classicas observadas no curso da doenga, outros
sintomas pré-motores também podem ser observados, como alteracdes no sono, sintomas
neuropsiquiatricos, autondémicos, gastrointestinais, sensoriais e outros como fadiga e perda de
peso (CHAUDHURI; HEALY; SCHAPIRA, 2006).

Uma alteragdo que explica, em parte, a fisiopatologia da DP é a quantidade de
neuromelalina (NM), um pigmento escuro que se acumula naturalmente no interior do soma
neuronal na SN, na VTA e no LC. E cercada por dupla membrana e sua producdo ocorre
quando o excesso de catecolaminas € captado para as vesiculas pela VMAT2. A NM tem
propriedades antioxidantes, ajudando a controlar o estresse oxidativo na célula. Quando
ocorre a neurodegeneracdo da SN, a NM ¢ liberada e fagocitada pela microglia e a ativagdo
dessas ceélulas gera um processo inflamatério que culmina com um ciclo vicioso de
neurodegeneracao e neuroinflamacdo. E ha indicios da relacdo direta entre a perda celular na
DP e a diminuicdo de neurénios com NM (MARTIN-BASTIDA,; PIETRACUPA,; PICCINI,
2016).

Ainda em relacdo a etiologia das doencas neurodegenerativas, incluindo a DP, a
desregulacdo epigenética parece ter importante contribuicdo. O termo epigenética se refere a
alteracBes na expressao de genes, normalmente reversivel, que podem ser herdadas, mas que
ndo sdo gravadas na sequéncia do DNA. Poluentes quimicos, nutricdo, alteracdes de
temperatura e outros fatores ambientais podem influenciar na expressdao de genes via
modificacBes epigenéticas (PAVLOU; OUTEIRO, 2017).

Quanto a fisiopatologia do parkinsonismo, foi observado que seus sintomas sao
associados a alteragcbes complexas na atividade de projecOes estriatais, sendo as projecoes
para a SNpr e GPi menos ativas e as projecOes para 0 GPe mais ativas (ALBIN; YOUNG;
PENNEY, 1989). Sendo assim, foi dado inicio a ideia de que o controle do movimento seria
feito por duas vias: a ativacdo de neurdnios com receptores D1 aumenta as respostas
corticoestriatais da via direta, enquanto neurénios com receptores D2 diminui essa resposta
pela via indireta, sendo o papel da DA de balancear as duas vias (FLORES-BARRERA et al.,
2011). A SNpc inerva regides estriatais que expressam tanto receptores excitatorios D1
quanto os inibitorios D2. A via direta € ativada pela acdo da DA nos neurénios que possuem
receptores D1, que se projetam para 0 GPi; enquanto a via indireta é feita pela acdo inibitoria
dos receptores D2 sobre 0 GPe (BRITAIN; BROWN, 2014). A diminui¢do das projecdes

dopaminérgicas para o estriado resulta no estado hipocinético observado na DP (GRAYBIEL,
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1996). A interacdo entre a substancia negra e os nucleos da base no controle motor voluntario
estd esquematizada na figura 1.

Em resposta a essas alteracbes dopaminérgicas, o tremor é uma das principais
caracteristicas da DP, afetando cerca de 70% dos pacientes, e se apresenta normalmente de
forma assimétrica (LOANE et al., 2013). Cabe ressaltar que, no momento em que se
observam 0s sintomas motores, jA houve perda de cerca de 60% dos neurbnios
dopaminérgicos na substancia negra e 80% dos terminais dopaminérgicos estriatais (PIRES et
al., 2017).

| Estriado

= Glutamato
— GABA
Dopamina

Figura 1: llustracdo dos nucleos da base e modulacdo dopaminérgica dos movimentos voluntarios.
Conexdes entre o cortex e 0s nucleos da base. Adaptado de Brittain e Brown, 2014.

Quanto ao diagnostico da doenca, um dos critérios mais antigos utilizados sdo os
critérios do “UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank Diagnostic Criteria”, segundo o
qual, o critério inicial para confirmacao de parkinsonismo seria a bradicinesia, acrescida de ao

menos um dos seguintes sintomas: tremor de repouso, rigidez e instabilidade postural. Ha
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ainda uma lista com caracteristicas de exclusdo e outras de suporte. A cominagdo de 3
caracteristicas de suporte e nenhuma de exclusdo da o diagnostico definitivo de DP, enquanto
que apenas a falta de fatores de exclusdo da o diagnostico de provavel DP (UKPDSBB apud
GIBB; LEES, 1988).

De forma semelhante, os critérios do Instituto Nacional para a Saude e Exceléncia
Clinica do Reino Unido (do inglés “National Institute for Health and Care Excellence”) de
2017 incluem como sinais classicos de diagnostico o tremor de repouso, bradicinesia,
hipocinesia e rigidez — que sdo observados precocemente de forma unilateral e que, com a
progressdo da doenca, passam a ser bilaterais (NICE, 2017).

Sabe-se ainda que a DP apresenta elevada heterogeneidade e pode ser classificada
dentro de varios subtipos de acordo com suas formas clinicas ou inicio dos sintomas: de inicio
precoce, tremor dominante, ndo-tremor dominante e progressdo rapida sem deméncia
(SELIKHOVA et al., 2009).

Na década de 50, principalmente na Europa e nos Estados Unidos, o tratamento
cirargico foi de grande notoriedade para o tratamento da DP, decorrente do desenvolvimento
a estereotaxia e pela falta de um medicamento eficaz (FERRAZ et al., 1998). Ja em 1968, a
Levodopa foi introduzida e, com isso, a cirurgia foi colocada em segundo plano, ao menos na
maioria dos centros. A LDOPA ¢ considerada o melhor tratamento para a DP. De inicio, esse
tratamento parecia ser uma solucdo definitiva, com o tempo ficaram claros seus efeitos
colaterais indesejaveis, tais como: as discinesias induzidas, variagdes “on-off”, “wearing off”
e congelamento (LESSER et al., 1979).

A abordagem terapéutica atual ainda se baseia na L-DOPA, um precursor da DA
que eleva os niveis desse neurotransmissor no estriado e causa melhora dos sintomas motores
da DP. No entanto, sua eficacia diminui gradativamente e ndo tem a capacidade de intervir na
progressao da doenca, além de trazer os efeitos adversos ja& mencionados (GUGLIANDOLO;
BRAMANTI; MAZZON, 2016).

A restauracdo dos niveis de DA nas areas afetadas ainda ¢ o método mais efetivo e
¢ a estratégica terapéutica padrdo para alivio dos sintomas motores, sendo a L-DOPA
utilizada de forma combinada com inibidores da dopa descarboxilase (DDCI) periféricos,
como o Carbidopa (MAHMOUDI et al., 2011).

Existem, ainda, outros medicamentos utilizados no tratamento sintomatoldgico da
DP, tais como: agonistas dopaminérgicos, inibidores da monoaminas oxidase B (MAO-B),

inibidores da catecol O-metiltransferase (COMT), anticolinérgicos e antiglutamatérgicos
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(BRASIL, 2010). Cabe frisar que agonistas dopaminérgicos e L-dopa sdo efetivos no alivio da
bradicinesia e rigidez, ja a resposta ao tremor é variada (LOANE et al., 2013).

Outra possibilidade de tratamento é através da estimulacdo cerebral profunda. No
entanto, esse tratamento, assim como o0s outros, ndo € livre de efeitos colaterais, e ndo impede
a progressdo da doenca, sendo necessarias pesquisas para desenvolvimento de métodos de
identificacdo de pessoas em risco ou com manifestagOes precoces da doenca (POEWE et al.,
2017).

2.2 Modelo animal de parkinsonismo induzido por baixas doses de reserpina

A reserpina € um alcaloide derivado de raizes da espécie Rauwofia serpentina
capaz de provocar alteragdes neuroquimicas e farmacoldgicas e sintomas semelhantes aos
observados na DP, tanto em humanos (FLACH, 1955) como em animais (FERNANDES et
al., 2012; LEAO et al., 2017).

Foi um dos primeiros modelos de indugdo de parkinsonismo, j& sendo estudado por
Flach em 1955, através de um estudo com pacientes psiquiatricos submetidos ao tratamento
com reserpina, no qual fez o registro de efeitos adversos como os sintomas semelhantes ao da
sindrome parkinsoniana, tais como marcha descoordenada, fraqueza motora e tremores
generalizados. Em 1957, Carlsson, Lindqvist e Magnusson também estudaram a reserpina
devido a sua propriedade de deplecdo de monoaminas.

Nos anos 80 a reserpina entrou em desuso devido a sua ndo seletividade em relacéo
ao sistema dopaminérgico, o que foi visto como uma falha nesse modelo de indugdo de
parkinsonismo (LEAL et al., 2016).

Salamone e Baskin, em 1993, j& utilizavam a reserpina na indugdo aguda de
alteracdes motoras orofaciais, possibilitando a padronizacdo desse modelo como um possivel
modelo animal do tremor observado na DP.

A reserpina permanece sendo utilizada na pesquisa de inducdo de discinesia oral em
animais — correspondente & discinesia tardia observada em humanos —, e ha relatos de que este
sintoma estaria relacionado ao estresse oxidativo devido ao acimulo de produtos da oxidacao
da DA (SILVA et al., 2002).

Além da inducdo de alteracBes motoras, essa droga é também alvo de pesquisas
relacionadas aos SNM da DP. Fernandes e colaboradores, em 2008, utilizaram um modelo

agudo de administracdo de baixas doses de reserpina e observaram prejuizos em tarefas que
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envolviam contexto emocional numa fase da indu¢do em que ndo se observavam ainda os SM,
corroborando estudos que apontavam que estes eram precedidos pelos SNM.

Inicialmente utilizada como droga anti-hipertensiva por causar deplecédo celular de
monoaminas pela da inibigdo do transportador de monoaminas vesicular (VMAT) (PETER et
al., 1994), foi observado que o uso crénico da reserpina produzia sintomas como depressao
(FREIS, 1954) e sintomas da sindrome parkinsoniana (MARKHAM; CLARK; WINTERS,
1963), o que levou a considerar a participagdo monoaminérgica na fisiopatologia das
desordens afetivas e motoras. Embora seja considerada desatualizada quando comparada a
outros modelos animais de DP, como MPTP e 6-OHDA, a reserpina mimetiza caracteristicas

chave da sintomatologia, neuroquimica e farmacologia da DP (LEAO et al., 2015).

Dano celular
Neurdnio dopaminérgico Neurdnio noradrenérgico  Neurdnio serotoninérgico

6-OHDA @
MPTP ©
Reserpina ©
Pesticidas @
MPP+ @

Figura 2: Representacdo esquematica do efeito de farmacos utilizados na indugdo de parkinsonismo
na transmissdo monoaminérgica. Adaptado de LEAL et al., 2015.

O acumulo de neurotransmissores na fenda sindptica provocado pela reserpina
acaba por causar um aumento de espécies reativas de oxigénio (QI; MILLER; VOIT, 2008), e
consequente dano celular — processos esquematizados na figura 2. Foi mostrado, em
experimentos com ratos, um aumento do estresse oxidativo apos administracdo de baixas
doses de reserpina (0,1 mg/kg, em dias alternados), com alteracbes graduais da funcéo
motora, que ocorreram de forma reversivel, sem causar morte neuronal e de forma

inespecifica para DA, mas com alteracdo monoaminérgica em geral, fatos estes que
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corroboram para a utilizagdo desse modelo como forma de estudo da natureza progressiva da
DP (SANTOS et al., 2013).

O modelo de parkinsonismo induzido por baixas doses de reserpina (0,1mg/kQg)
resulta ainda em aumento da expressédo da caspase-3 (LIU et al., 2014) e diminuigéo de Bcl-2
(EL-GHAZALY et al., 2014), importantes marcadores de apoptose, além do aumento de a-
sinucleina (LEAO et al., 2017) nos animais tratados.

Modelos animais tem sido amplamente utilizados no estudo de alteragdes
comportamentais e neuronais causadas pela DP. No entanto, geralmente, os modelos
farmacolodgicos de inducdo ndo fazem correspondéncia com a natureza progressiva da DP,
sendo normalmente aplicados de forma aguda, o que causa rapido aparecimento dos SM
(FERNANDES et al., 2012).

2.3 Sistema serotoninérgico e Doenca de Parkinson

A serotonina, ou 5-hidroxitriptamina, é uma indolamina que esta distribuida por
todo o corpo, cerca de 90% na periferia, onde causa vasoconstric¢do, facilita a agregacéo
plaquetaria, regula funcgdes intestinais e atua como mediador inflamatdrio. No sistema nervoso
central € produzida nos nucleos da rafe e lancada por todo o tecido cerebral. A sua atuagdo no
sistema nervoso esta relacionada a alteragdes de comportamento, humor, ansiedade,
agressividade, depressdo, sono, fadiga e a supressdo do apetite (OHNO, 2015; FENO;
BERTOLUCCI; REIS, 2010).

A transmissao serotoninérgica € bastante complexa, envolvendo sete familias de
receptores, dentre os quais, os receptores 5-HT1, 5-HT2 e 5-HT3, que estdo mais diretamente
envolvidos na ansiedade. Entretanto, embora a 5-HT parece atuar aumentando a ansiedade
em modelos que geram conflito, essa amina parece diminuir o medo em outros modelos que
induzem resposta de fuga (PINHEIRO et al., 2002; STRAUSS, 2005).

Existem atualmente inimeras evidéncias de que a Doenca de Parkinson é mais do
que uma doenca causada apenas pela deplecdo dopaminérgica. Entre varios outros
neurotransmissores que podem ser citados, a serotonina tem papel fundamental na
fisiopatologia de manifestacbes motoras e ndo motoras da DP, como tremor, depressao,
cognicdo e psicose. Ainda, estudos com modelos animais e em pacientes com DP mostraram
evidéncias do papel da 5-HT nas complicag6es motoras decorrentes da terapia com L-DOPA,
como a discinesia (HUOT et al., 2017).
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Os sistemas serotoninérgico e dopaminérgico estdo funcionalmente conectados, de
forma que a 5-HT, por meio de seus varios receptores, modula a transmissao dopaminérgica e
também os niveis de DA no estriado. Outro fator importante é que, por expressarem AADC e
VMAT?2, o0s neur6nios serotoninérgicos podem converter a L-DOPA e armazenar a DA, ap6s
0 uso desse medicamento. Além disso, pesquisas mostraram que o uso de Fluoxetina foi capaz
de reverter o comportamento rotacional decorrente do tratamento com L-DOPA ap0s lesdo
por 6-OHDA, por meio do estimulo de receptores 5-HT1A (INDEN et al., 2012).

Neurdnios produtores de 5-HT nos nucleos da rafe se projetam para nucleos
dopaminérgicos mesencefalicos — SNpc e VTA — e suas estruturas alvo, como o estriado e o
nacleo acumbens. H& evidéncias de que a modulacdo serotoninérgica mesolimbica e
nigroestriatal da atividade dopaminérgica se da por meio da familia de receptores 5-HT2
(PORDUGIEL et al., 2015).

Outra pesquisa com modelo de lesdo da SNpc induzido por 6-OHDA aponta
também um efeito protetor desse ISRS — na dose de 1mg/kg, em modelo subcrénico —, com
diminuicdo de fatores pro-apoptéticos e aumento de fatores antiapoptéticos, além de diminuir
a laténcia de tempo na barra nos ratos com hemiparkinsonismo, quando comparado ao grupo
ndo tarado com o ISRS (MAHMOUDI et al., 2011). A melhora da catalepsia e o efeito
antiapoptdticos estariam relacionados a estimulagdo desses receptores 5-HT1A (SHARIFI et
al., 2011).

A literatura aponta que a fadiga esta relacionada com distirbios de sono e
depressdo, ambos presentes em pacientes com DP, e que esse SNM estaria relacionado a
baixos niveis de 5-HT estriatais e limbicos (ZHUO et al., 2016).

Em analises pos-morte foi evidenciada perda de projecGes serotoninérgicas em
paciente com DP, embora em menor extensdo do que a perda dopaminérgica (KISH et al.,
2008). A literatura também aponta que a disfuncdo serotoninérgica ocorre precocemente em
pacientes com DP (POLITIS et al.,, 2010) e que seus niveis estdo correlacionados aos
sintomas ndo motores, como sintomas de depresséo e alteragdes de peso corporal. Ainda, PET
com F-dopa ou 'C-raclopride falharam ao relacionar o tremor a mecanismos pré e pos-
sinapticos dopaminérgicos, o que sugere que o tremor da DP pode ser gerado, a0 menos em

parte, por mecanismos ndo dopaminérgicos (LOANE et al., 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito da fluoxetina sobre as alteragdes emocionais, motoras e

imunohistoquimicas de um modelo progressivo de parkinsonismo.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito da fluoxetina sobre 0 comportamento do tipo ansioso em animais com
parkinsonismo;

e Avaliar o efeito da fluoxetina sobre as alteracdes motoras em diferentes estagios de
parkinsonismo provocado pela reserpina;

e Avaliar o efeito da fluoxetina sobre a alteracdo de peso corporal dos animais tratados
com reserpina;

e Investigar as alteracBes em ceélulas imunorreativas a Tirosina Hidroxilase (TH) e
Serotonina (5-HT) decorrentes da terapia com fluoxetina em animais submetidos a

parkinsonismo provocado por reserpina.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 64 ratos Wistar, machos, pesando aproximadamente 500g, com 7 a
9 meses de idade. Os animais foram alojados em nimero de 04 em gaiolas plasticas (33 x 40 x
17 cm), sob ventilacdo e temperatura controladas (22 + 2 °C), com ciclo claro/escuro de
12h/12h e acesso livre a 4gua e comida. Os animais utilizados neste estudo foram tratados de
acordo com o0s principios éticos estabelecidos pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL) e pela lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008 (Lei Aroca).
Todos os procedimentos experimentais foram analisados e previamente aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFS (CEPA/UFS), sob protocolo de ndmero
33/2016. Todos os esfor¢cos foram realizados para minimizar o nimero de animais usados € 0

seu sofrimento.

4.3 Drogas e delineamento experimental

A reserpina foi dissolvida em 50 ul de acido acético glacial e posteriormente diluida
em 50 ml &gua destilada para compor uma solugdo de 0,1mg/ml. O veiculo da reserpina
consiste na mesma quantidade de &gua destilada e acido acético glacial usados na solucéo de
reserpina. Estas solugbes foram injetadas subcutaneamente. A fluoxetina foi dissolvida em
solucdo salina a 0,9% para compor uma solucao de 10mg/ml. O veiculo da fluoxetina consiste
apenas de solugdo salina. A fluoxetina e o seu veiculo foram injetados por via intraperitoneal.

Durante os 04 dias anteriores ao inicio dos experimentos, os animais foram
manipulados diariamente por 10 minutos para habituacdo aos experimentadores.

Os aparatos em que foram realizados os experimentos foram limpados com uma
solucdo de alcool a 10% entre um animal e outro, para evitar pistas odoriferas.

Para o desenvolvimento do projeto foram executados dois experimentos:

Experimento 1:
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Nesse experimento os animais foram alocados aleatoriamente em 4 grupos (n = 8 por
grupo): CTR (veiculo reserpina + veiculo Fluoxetina), F (Veiculo reserpina + Fluoxetina), R
(veiculo fluoxetina + reserpina) e R + F (reserpina + fluoxetina). Os animais receberam
injecBes a um volume de 1ml/kg. Os animais foram tratados diariamente com injecdes i.p de
Fluoxetina 10 mg/kg ou veiculo (total de 8 injecdes) e em dias alternados com injecgdes s.c. de
reserpina 0,1 mg/kg ou veiculo (total de 4 injegdes).

Ao longo do experimento foram realizados testes comportamentais: (1)
catalepsia — diariamente; (2) campo aberto — realizado no dia 7 (24 h ap6s a 4? injecdo de
reserpina) e (3) movimentos orofaciais — realizado no dia 8 (48 h ap6s a 4? injecdo de

reserpina). O esquema do delineamento experimental 1 é mostrado na Figura 3.

I l I Injecoes

1: 23 33 42
res res res res
------ » Catalepsia A\ Perfusdo

@® Campo aberto — > Fluoxetina

B Movimentos orofaciais

Figura 3: llustracdo esquematica do experimento 1.

Experimento 2:

Nesse experimento 0s animais também foram alocados aleatoriamente em 4 grupos
(n = 8 por grupo): CTR (veiculo reserpina + veiculo Fluoxetina), F (Veiculo reserpina +
Fluoxetina), R (veiculo fluoxetina + reserpina) e R + F (reserpina + fluoxetina), entretanto,
diferente do experimento 1, o tratamento com fluoxetina (10 mg/kg) ou seu veiculo iniciou-se
apenas 48h apos a 4?2 injecdo de reserpina (totalizando 13 injecGes i.p de fluoxetina). Os
animais receberam injecGes a um volume de 1 ml/kg e foram tratados em dias alternados com

injecdes s.c. de reserpina 0,1 mg/kg ou veiculo (total de 10 injecdes).



28

A proposta desse segundo experimento foi de avaliar os efeitos de uma
administracdo mais tardia da fluoxetina, a titulo de comparacédo entre a administracdo precoce
e tardia.

Ao longo do experimento foram realizados testes comportamentais: (1) catalepsia —
diariamente; (2) campo aberto — realizado nos dias 9 e 21 (48h apds a 4% e a 10?2 injecOes de
reserpina) e (3) movimentos orofaciais — realizado nos dias 11 e 19 (48h ap6s a 5% e a 9?

injecdes de reserpina). O esquema do delineamento experimental 2 € mostrado na Figura 4.

------ » Catalepsia A Perfusdo

B Movimentos orofaciais ——> Fluoxetina

@ Campo aberto

Figura 4: llustracdo esquematica do experimento 2.

4.4. Testes Comportamentais

4.4.1. Teste de Catalepsia

A catalepsia é definida como um estado comportamental caracterizado por inibi¢éo
motora e rigidez muscular que pode ser induzido experimentalmente por uma deplecdo de
dopamina, o0 que ocorre ap0s o tratamento com reserpina ou 6-OHDA (GERLACH,;
RIEDERER, 1996). O comportamento de catalepsia foi avaliado colocando-se o animal com
ambas as patas dianteiras sobre uma barra horizontal de vidro elevada 9,0 cm da superficie de
apoio das patas traseiras (figura 5). O tempo de permanéncia nesta posi¢do foi considerado
como medida de catalepsia e foi mensurada a laténcia para o animal iniciar um movimento,

ou seja, sair da posicdo inicial. Os animais foram submetidos ao aparato trés vezes
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consecutivas até um limite de 180 segundos e para cada dia foi realizada uma média do tempo
das trés tentativas (SANTOS, 2012).

Figura 5: Teste de catalepsia. Adaptado de BISPO, 2016.

4.4.2. Teste do Campo Aberto

O campo aberto é um aparato circular (raio = 84 cm, altura =35 cm) e sem o0 teto,
como mostrado na figura 6. Os animais foram colocados no centro do aparato e
permaneceram nele por 10 minutos para livre exploracdo. Uma camera, conectada a um
computador, foi colocada sobre o campo aberto a uma altura de 230 cm e 0s pardmetros
comportamentais foram registrados por um programa de rastreamento de animais (Anymaze,
Stoelting, USA). Foram avaliados os seguintes parametros: 1- distancia total percorrida; 2-
numero de entradas no centro; 3- tempo de permanéncia em cada uma das zonas do campo
(interna e externa); e 4- numero de rearing. Cada animal foi avaliado individualmente e o

aparato foi limpo com uma solugéo de etanol a 5% entre os testes (SANTOS, 2012).
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Figura 6: Teste de campo aberto.

4.4.3. Avaliacdo dos movimentos orofaciais

Os ratos foram colocados individualmente em uma gaiola gradeada (40 cm x 40.5 cm
x 20 cm) com espelhos fixados abaixo e atras das gaiolas, permitindo que o pesquisador
visualizasse o animal em qualquer posi¢do. Os animais foram observados por 10 minutos e
foram mensurados os seguintes comportamentos: 1- frequéncia de movimentos de mastigacéo
que ndo sao direcionados a nenhum objeto; e 2 - a duracdo (em segundos) de espasmos da
musculatura facial.

4.5 Pesagem
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Os animais foram pesados em dias alternados para adequacédo das doses e verificagcdo
de possivel perda de peso. A pesagem ocorreu ao final dos experimentos comportamentais de
forma que houvesse minima manipulacdo antes dos testes. Os equipamentos utilizados para
pesagem foram uma balanga SF-400 e uma caixa de plastico retangular sem tampa, medindo
15x10x10 cm. Foi realizada limpeza no interior da caixa com solugdo de alcool a 10% entre

uma pesagem e outra.

4.6 Perfusdo dos animais e processamento do cérebro

Ao final do tratamento e testes comportamentais, os animais foram anestesiados com
cloridrato de cetamina (Ketamina®, Agener Unido) e cloridrato de xilazina (Calmiun®,
Agener Unido) intramuscular (i.m.) nas doses de 100mg/kg e 10mg/kg respectivamente. Com
o animal completamente anestesiado, foi realizado um acesso a cavidade toracica
seccionando-se a pele e partes moles, expondo a cavidade abdominal e fazendo-se a incisao
do musculo diafragma para que o coragdo ficasse exposto.

Posteriormente, foi realizada a insercdo de uma agulha no ventriculo esquerdo
através do apice deste, posicionando a agulha na direcdo da aorta. Depois foi realizada uma
pequena incisdo no atrio direito. Foi entdo injetado um volume de 300-350 ml de solucdo
salina 0,9% em tampéo fosfato 0,1M, pH=7,4, heparinizado 0,2%. Ap0s esta etapa, foram
injetados 350 ml de uma solucdo de paraformaldeido a 4% em tampéo fosfato 0,1M, pH =
7,4. Apos a perfusdo, os cérebros foram removidos através de craniotomia e mergulhados em
uma solugdo de paraformaldeido a 4% em tampé&o fosfato 0,1 M, pH 7,4 a 4°C por 48 horas.
Depois deste periodo, os cérebros serdo crioprotegidos por 24 horas em sacarose 30%,

também a 4°C.

4.7 Imunohistoquimica para Tirosina-Hidroxilase e 5-HT

Para a avaliacdo imunohistoquimica, foram selecionados aleatoriamente os cérebros
de 6 animais de cada grupo. Cabe ressaltar que, para o nucleo dorsal da rafe, SNpc e VTA do
experimento 2, foram analisadas amostras de 5 animais devido a impossibilidade de

aproveitamento do material.
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Durante a realizacdo dos procedimentos da imunohistoquimica, as secgdes cerebrais
foram lavadas em solucdo de tampao fosfato — PB — (0,1M / pH 7,4) e triton (0,3%) trés vezes
por cinco minutos, sob agitacdo automatica, e pré-tratadas com perdxido de hidrogénio a
0,3% em PB por 20 minutos para inativacdo da peroxidase enddgena. Os cortes foram
colocados em contato com anticorpo primario monoclonal anti-TH ou 5-HT produzido em
coelho (1:1000; Santa Cruz Biotechnology, U.S.A) diluido em PB contendo Triton-X 100
(ICN Biomedicals) a 0,4% e soro normal de cabra (Sigma Chemical Company) a 2% durante
o0 periodo de 18 a 24 horas (22°C). Em seguida, as sec¢fes foram colocadas em contato com o
anticorpo secundario biotinilado (cabra anti-coelho), na concentracdo de 1:1000 (Santa Cruz
Biotechnology, U.S.A), diluido em Triton-X 100 a 0,4%, por 2 horas. Apds esta etapa, 0S
cortes foram incubados numa solucdo contendo complexo avidina biotina (ABC Elite Kkit,
Vector Labs, Burlingame, USA) por 90 minutos. Para visualizar a reacdo, os cortes foram
colocados em contato com um cromdgeno, a diaminobenzidina-DAB (Sigma, St Louis, MO,
USA) a 2,5% diluida em PB (0,1M / pH 7,4) e 0,01% de H202.

As secgdes foram montadas em laminas previamente gelatinizadas, e em seguida
desidratadas através da exposicao a concentracdes crescentes de alcoois, clareadas com xilol e
as laminulas fixadas com Entellan. Uma série adjacente foi corada com tionina para servir
como referéncia para fins de localizacdo das areas. As seccOes foram examinadas por
iluminacdo de campo claro e as imagens foram capturadas utilizando-se uma camera digital
acoplada ao microscopio e as localizacbes das areas foram determinadas usando o atlas
Paxinos e Watson (2007).

4.8 Aquisicao de imagens e contagem de células

Para cada animal analisado foram feitas imagens dos cortes, com objetivas de
aumento de 10x, nas quais foi possivel ver em detalhes a presenca ou a auséncia de células
imunorreativas nos tecidos. A contagem de células foi realizada em 4 sec¢fes de cada animal
e 0 numero de células para cada um deles corresponde a média entre as 4 sec¢des analisadas.
Todas as células TH+ das areas de interesse (VTA e SNpc) foram contadas usando o
programa Image J (versdo 1.46i, NIH) e a delimitacdo da area foi realizada com base no atlas
de Paxinos e Watson (2007). Todas as contagens foram realizadas de forma “cega”, onde o
experimentador ndo soube a que grupo pertencia cada imagem a ser contada. Os valores para
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cada animal foram normalizados pela média dos valores obtidos nos animais pertencentes ao

grupo controle de cada etapa.

4.9 Avaliagio da Densitometria Optica Relativa - DOR

Para a analise da DOR as imagens foram obtidas em um mesmo momento,
submetidas a uma mesma intensidade de luz, sem passar por qualquer modificacdo de brilho e
contraste, uma vez que os valores em pixels encontrados em cada imagem correspondem a
uma intensidade maior ou menor de marcacdo de determinada substancia no tecido analisado.
Cada animal foi representado por 4 imagens consecutivas para cada area de interesse. Na
mesma imagem tambeém foi selecionado um campo de igual tamanho em uma area controle,
com pouca ou quase nenhuma marcacdo de TH (ESTd) e 5-HT (NDR). O nimero médio de
pixels calculados nos campos de interesse foi subtraido do nimero de pixels da area controle
no mesmo tecido. Assim como na contagem de células, os valores para cada animal foram
normalizados pela média dos valores obtidos nos animais pertencentes ao grupo controle de

cada etapa.

4.10 Analise estatistica

Os testes estatisticos utilizados foram bastante variados, pois dependeram dos
protocolos experimentais. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk e apresentaram distribuicdo normal para todas as varidveis, entdo foram aplicados testes
paramétricos apropriados. Os dados também foram submetidos a verificacdo de outliers para
posterior aplicacdo dos testes. Os testes de catalepsia foram analisados através da analise de
variancia (ANOVA) de duas vias, com pos-teste de Fisher’'s LSD; para as atividades de
campo aberto foram utilizados ANOVA de uma via, e o teste t simples foi realizado apenas
para avaliacdo do campo aberto apds a 4% injecdo de reserpina no experimento 2; para
avaliacdo dos movimentos orofaciais foi tambem realizada ANOVA de uma via; e para
analise da alteracdo de peso corporal, foi realizada ANOVA de duas vias com pés-teste de

Fisher's LSD. Os resultados foram considerados significativos para valores de p < 0,05. Os
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valores sdo expressos pela média e erro padrdo da média. O programa para realizacdo dos

testes estatisticos foi o Prisma verséo 6.0.
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5. RESULTADOS

5.1 Efeito da administracao repetida de fluoxetina em estagios iniciais do parkinsonismo
induzido por reserpina.

5.1.1 Comportamento de catalepsia

A ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeito do tempo (dias de
tratamento) [F (4, 136) = 30,24, p < 0,0001], tratamento (CTR, F, F + R, R) [F (3, 34) =
3,726, p = 0,0203] e interacdo tempo x tratamento [F (12, 136) = 3.043, p = 0,0008] no teste
de catalepsia. O pos-teste de Fisher's LSD revelou aumento significativo do tempo de
permanéncia na barra dos animais do grupo F+R quando comparado aos demais grupos a
partir do 6° dia de tratamento até o final do experimento. Em comparagdo ao grupo CTR (p® <
0,0001 e p® = 0,0003, respectivamente); ao grupo F, p® = 0,0004 e p® = 0,0239,
respectivamente; ao grupo R, p® < 0,0001 e p® = 0,0009, respectivamente. N&o houve
diferenca significativa entre 0s demais grupos para este parametro.
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Figura 7: Efeito da administracdo diaria de Fluoxetina (10 mg/kg) ou veiculo sobre o comportamento
de catalepsia em animais submetidos a inducdo de parkinsonismo com 4 doses de reserpina (0,1
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mg/kg). Animais tratados com fluoxetina e reserpina (F + R) apresentaram maior laténcia para sair da
barra. Os dados foram expressos como média + E.P.M e considerados significativos quando *p< 0,005
para F + R quando comparado a todos os outros grupos (ANOVA de duas vias com medidas repetidas,
seguida do pés-teste de Fisher's LSD).

5.1.2 Atividade no campo aberto

A ANOVA de uma via mostrou efeito do tratamento (CTR, F, R e F + R) na
distancia total percorrida [F (3, 34) = 7,085, p = 0,0008]. O poés-teste de Fisher's LSD
mostrou diminuigdo da distancia total percorrida do grupo F + R em relacdo aos grupos CTR,
FeR (p<0,0001 p=0,0056 e p=0,0290, respectivamente). O grupo R mostrou também
diminuicdo da distancia percorrida em relagdo ao controle total (p = 0,0356).

Quanto ao numero de rearing, a ANOVA de uma via mostrou efeito do tratamento
(CTR,F,Re F+R) [F (3, 34) = 8,625, p = 0,0002] e o pos-teste de Fisher's LSD evidenciou
diferenca entre o grupo tratado F + R quando comparado aos grupos CTR e F (p =0,0001 e p
= 0,0085), mas ndo em relacdo ao grupo R (p = 0,2263). O grupo R também apresentou
diminuicdo do numero de rearing em relacéo ao grupo CTR (p = 0,0360).
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Figura 8: Efeito da administracdo diaria de Fluoxetina (10 mg/kg) ou veiculo sobre a distancia
percorrida e nimero de rearing. Para esses parametros, os grupos F + R e R apresentaram resultados
semelhantes em relacdo ao grupo CTR (*p < 0,05). Quanto a distancia percorrida, o grupo F + R
apresentou resultado em maior amplitude e teve diferencga estatistica em relacdo ao grupo R (#p =
0,0290) apds ANOVA de uma via e pos-teste de Fisher's LSD. Os valores sdo expressos pela média e
E.P.M.
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A ANOVA de uma via também mostrou efeito do tratamento (CTR, F, Re F+R) [F
(3, 35) = 6,669, p = 0,0011] na avaliacdo do numero de entradas no centro do campo. O p0s-
teste de Fisher's LSD evidenciou a diferenca entre os grupos F + R e o0 grupo CTR (p =
0,0005) e também entre o grupo R e o grupo CTR (p = 0,0398).

A ANOVA de uma via ndo evidenciou efeito do tratamento (CTR, F, Re F + R) no
tempo de permanéncia no centro [F (3, 31) = 1,131, p = 0,3517].

107 25 =
8 1 | 20 - |

154

109 -

Entradas no centro (n°)
N
L

Tempo no centro (s)

<& « < < < < @ S

Figura 9: Efeito da administracdo diaria de Fluoxetina (10 mg/kg) ou veiculo sobre a exploracdo do
centro do campo aberto dos animais tratados com reserpina (0,1 mg/kg). Os animais dos grupos F + R
e R apresentaram diminuicdo do nimero de entradas no centro em relagdo ao CTR (*p < 0,05). Foi
utilizada ANOVA de uma via e pos-teste de Fisher's LSD. Os valores séo expressos pela média e
E.P.M.

5.1.3 Movimentos orofaciais

A ANOVA de uma via mostrou efeito do tratamento (CTR, F, R e F + R) na
avaliacdo do tremor oral [F (3, 29) = 5,388, p = 0,0045]. O pos-teste de Fisher's LSD mostrou
diferenca entre o grupo F + R e o grupo CTR, com p = 0,0046; para F, p = 0,0023; e paraR, 0
valor de p foi de 0,0044.

Né&o foi observada diferenca significativa entre os grupos em relacdo aos movimentos

de mandibula.
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Figura 10: Efeito da administracdo diaria de Fluoxetina (10mg/kg) ou veiculo sobre 0s movimentos
orofaciais de animais submetidos & indugdo de parkinsonismo com doses repetidas de reserpina (0,1
mg/kg). O grupo F + R apresentou aumento do tempo de tremor oral pelo em relacdo aos demais
grupos (*p < 0,05). Foi utilizada ANOVA de uma via e pos-teste de Fisher's LSD. Os valores sdo
expressos pela média e E.P.M.

5.1.4 Variacgao de peso corporal

A ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeito do tempo (dias de
tratamento) [F (2, 70) = 83.14, p < 0,0001], tratamento (CTR, F, Re F + R) [F (3, 35) =
8.578, p < 0,0001], e interacdo tempo x tratamento [F (6, 70) = 18.39, p < 0,0001] nas
medidas de alteracdo de peso dos animais tratados. O pos-teste de Fisher's LSD revelou
diminuicdo significativa do peso dos animais do grupo F + R nos dias 4 e 6 quando
comparado ao grupo CTR (p* = 0,0008 e p® < 0,0001) e também em relacéo ao grupo R (p <
0,0001, em ambos os dias). O grupo F também apresentou diferenca em relacdo aos grupos
CTR (p* = 0,0035 e p® < 0,0001) e R (p* = 0,002 e p® < 0,0001).
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Figura 11: Efeito da administracdo diaria de Fluoxetina (10 mg/kg) ou veiculo sobre a variacdo de
peso dos animais submetidos a doses repetidas de reserpina (0,1 mg/kg). Os grupos F + R e F
apresentaram diferenca em relacdo ao grupo CTR (*p* = 0,008, *p® < 0,0001, “p* = 0,035 e #p® <
0,0001, respectivamente). A analise estatistica foi feita com ANOVA de duas vias com medidas
repetidas e pos-teste de Fisher's LSD. Os valores sdo expressos pela média e E.P.M.

5.1.5 Imunorreatividade para TH

Através de ANOVA de uma via ndo foi observado efeito do tratamento (CTR, F, R
e F + R) na imunorreatividade para células TH+ tanto em VTA [F (3, 20) = 0,1664, p =
0,9178] quanto na SNpc [F (3, 20) = 17,12, p = 9146].

Quanto & Densidade Optica Relativa no ESTd, foi realizada ANOVA de uma via e
constatado efeito do tratamento (CTR, F, R e F + R) [F (3, 20) = 13,00, p < 0,0001]. Foram
constatadas diferencas significativas, segundo o pds-teste de Fisher's LSD, para os grupos F e
F + R em relacdo ao grupo controle, com valores de p = 0,0023 e p = 0,0022,
respectivamente. Em relagdo ao grupo R, esses mesmos grupos tambeém apresentaram

diferencas significativas, com os valores de p = 0,0009 para ambos.
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Figura 12: Efeito da administracdo de fluoxetina (10 mg/kg) na D.O.R de VTA e SNpc de animais
submetidos a parkinsonismo com 4 inje¢Bes de reserpina (01, mg/kg). N&o foi observado efeito do
tratamento para estas areas (ANOVA de uma via). Os valores sdo expressos pela média e E.P.M.
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Figura 13: Efeito da administracdo repetida de Fluoxetina (10mg/kg) em animais com parkinsonismo
na expressdo de TH do ESTd. Os animais tratados com o ISRS apresentaram diminui¢do da Densidade
Optica Relativa para TH, com valor de p* < 0,05 em relagdo ao grupo CTR e p* < 0,05 quando
comparados ao grupo R (ANOVA de uma via e pés-teste de Fisher's LSD). Os valores estdo expressos
pela média e E.P.M. Os valores foram considerados significativos quando p < 0,05.
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Figura 14: Imagens representativas do efeito da administracdo precoce de fluoxetina (10 mg/kg)
namero de células TH+ em VTA e na SNpc e da imunorreatividade para TH no ESTd dos animais
tratados com 4 injecBes de reserpina (0,1 mg/kg). Barra de escala 100 pm.

5.1.6 Imunorreatividade para Serotonina

Foi realizada ANOVA de uma via e foi observado efeito do tratamento (CTR, F, R
e F+ R)[F (3 20) = 25,80, p < 0,0001] na imunorreatividade para serotonina. Foi
evidenciada diferenca significativa de acordo com o pos-teste de Fisher's LSD para todos os
grupos em relagdo ao CTR. O grupo F apresentou aumento da D.O.R no NDR em relagdo ao
grupo CTR e ao grupo R, p = 0,0225 e p < 0,0001, respectivamente. O grupo F + R
apresentou resultados semelhantes, com aumento da D.O.R quando comparado ao grupo CTR
e ao grupo R, com valores de p = 0,0044 e p < 0,0001, respectivamente. O grupo R
apresentou diminuicdo da D.O.R no NDR, com valor de p = 0,0039 quando comparado ao

grupo CTR. Os grupos F + R e F ndo apresentaram diferencgas entre si.
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Figura 15: Efeito da administracdo precoce de fluoxetina (10 mg/kg) na imunorreatividade para 5-HT
de animais submetidos a parkinsonismo por reserpina (0,1 mg/kg). Os grupos F e F + R apresentaram
aumento da D.O.R no NDR, com valor de p* < 0,05 quando comparados ao CTR e p# < 0,05 quando
comparados ao grupo R sem diferenca entre eles. Os animais do grupo R foram sensiveis ao efeito
deletério da deplecdo monoaminérgica, com p* < 0,05 (Anova de uma via com pdés-teste de Fisher's
LSD). Os valores séo expressos como média e E.P.M e considerados significativos quando p < 0,05.
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Figura 16: Imagens representativas do efeito da fluoxetina (10 mg/kg) na imunorreatividade do
NDR de animais submetidos a 4 injegdes de reserpina (0,1 mg/kg). Barra de escala: 100 pm.

5.2 Efeito da administracdo repetida de fluoxetina antes das alteracbes motoras em
animais induzidos a parkinsonismo pela reserpina.

5.2.1 Comportamento de catalepsia
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Através da ANOVA de duas vias com medidas repetidas, observou-se efeito do
tempo (dias de tratamento) [F (10, 250) = 30,29, p < 0,0001], tratamento (CTR, F, Re F + R)
[F (3, 25) = 14.42, p < 0,0001] e interagdo tempo x tratamento [F (30, 250) = 9.922, p <
0,0001] no teste de catalepsia. O pds-teste de Fisher's LSD revelou aumento significativo do
tempo de permanéncia na barra dos animais do grupo F + R em relagéo aos demais grupos a
partir do 12° dia de tratamento: quando comparado ao grupo CTR (p2141618¢20 < 0 0001); a0
grupo F (p*2141618 €20 < 0 0001); em relagdo ao grupo R (p'? = 0,0013, p** < 0,0001, p*® =
0,0323), ndo sendo apresentada diferenca a partir do 18° dia.

O grupo R também apresentou diferenca estatistica em relagdo ao grupo CTR (p*2 =
0,0171, p'®18¢20 < 0,0001); e ao grupo F (p*? 0,0458, p'¢18¢20 < 0,0001).
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Figura 17: Efeito da administracdo diaria de Fluoxetina (10 mg/kg) ou veiculo sobre o
comportamento de catalepsia de animais submetidos a inducéo de parkinsonismo com doses repetidas
de reserpina (0,1 mg/kg). O grupo F + R apresentou maior laténcia para sair da barra, quando
comparado ao grupo CTR e grupo R, com p* < 0,05 e p* < 0,05, respectivamente. A analise foi
realizada através de ANOVA de duas vias com medidas repetidas e p6s-teste de Fisher’'s LSD. Os
dados foram expressos como média e E.P.M e considerados estatisticamente significativos quando p <
0,005.
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5.2.2 Atividade no campo aberto

As tarefas no campo aberto foram executadas em dois momentos neste segundo
experimento — 48h ap6s a 4% e a 10? injecBes de reserpina —, de modo a avaliar o
comportamento antes e depois da introducdo da fluoxetina, e, dessa forma, os resultados estdo

descritos em topicos separados.

5.2.2.1 Atividade no campo aberto apés a 4° injecdo de reserpina

Neste momento, ainda ndo se havia dado inicio & administracdo da fluoxetina.
Para avaliagdo dos parametros observados, um teste t simples foi aplicado e evidenciou
diferenca entre os grupos R e CTR quanto a distancia total percorrida (p = 0,0431). Foi
observada diferenca também em rela¢do ao numero de rearing e a duracdo do rearing entre 0s
dois grupos (p = 0,0017 e p = 0,0007, respectivamente). N&o foi observada diferenca entre 0s

grupos quanto a porcentagem de tempo no centro ou o niimero de entradas no centro.
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Figura 18: Diferenca entre os grupos CTR e R, nas atividades de campo aberto apds 4 injecdes de
reserpina (0,1 mg/kg). Foi observada diminuicdo da distancia percorrida, do n° e tempo de rearing dos
animais do grupo R, mas ndo em relacdo ao nimero de entradas no centro e porcentagem de tempo no
centro (teste T simples). Os valores sdo expressos pela média e E.P.M e os foram considerados
significativos quando *p < 0,005.



45

5.2.2.2 Atividade no campo aberto apos a 10? injecao de reserpina

Quanto a distancia total percorrida, atraves da ANOVA de uma via, foi observado
efeito do tratamento (CTR, F, R e F + R) [F (3, 27) = 5,015, p = 0,0068] e 0 pos-teste de
Fisher’s LSD evidenciou diferenca entre o grupo F + R 0s grupos CTR e F (p =0,0337 e p =
0,0035, respectivamente), no entanto, ja ndo foi observada diferenca em relagéo ao grupo R (p
= 0,9798). O grupo R também apresentou diferenca em relacdo aos grupos CTR e F (p =
0,0421 e p = 0,0053, respectivamente).

De forma semelhante, ANOVA de uma via mostrou efeito do tratamento (CTR, F,
R e F + R) em relagcdo ao numero de rearing [F (3, 25) = 6,653, p = 0,0019]. O pos-teste de
Fisher's LSD evidenciou diferenca entre o grupo F + R e 0s grupos CTR e F (p =0,0224 e p =
0,0013, respectivamente), e ndo apresentou diferenca em relacdo ao grupo R (p = 0,6531). O
grupo R também apresentou diferenca em relacdo aos grupos CTR e F (p = 0,0181 e 0,0016,

respectivamente).
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Figura 19: Diminuicdo da distancia total percorrida (m) e nimero de rearing dos grupos F + R e R na
tarefa de campo aberto ap6s 10 injecBes de reserpina (p* < 0,05). Apenas o grupo F apresentou
aumento do tempo de rearing, com p* < 0,05 (ANOVA de uma via com pos-teste de Fisher's LSD).
Os valores séo expressos pela média e E.P.M e a diferenca considerada significativa quando *p < 0,05.

Em relagéo ao tempo de rearing, ANOVA de uma via mostrou efeito do tratamento
(CTR,F,Re F+R) [F (3, 25) = 6,163, p = 0,0028]. O pds-teste de Fisher's LSD evidenciou
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diferenca entre o grupo F e os grupos CTR, Re F+ R (p = 0,0372, p = 0,0015 e p = 0,0009,
respectivamente).

ANOVA néo evidenciou efeito do tratamento quanto ao nimero de entradas no

centro.
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Figura 20: Acdo da fluoxetina (10 mg/kg) na exploracdo do centro do campo aberto observadas apds
10 injec0es de reserpina (0,1 mg/kg). Neste periodo ndo mais foi observado efeito do tratamento em
nenhum dos parametros avaliados (ANOVA de uma via). Os valores sdo expressos pela média e
E.P.M e a diferenca considerada significativa quando *p < 0,05.

5.2.3 Movimentos Orofaciais

Para analise desses parametros apds a 5% injec@o de reserpina, a ANOVA de uma
via foi aplicada e mostrou efeito do tratamento (CTR, F, R e F + R) [F (3, 26) = 6,276, p =
0,0024] na avaliacdo dos movimentos de mandibula. O pds-teste de Fisher's LSD evidenciou
diferenca entre o grupo F + R e os grupos CTR, Fe R (p = 0,0179, p = 0,0003 e p = 0,0055,
respectivamente).

Na anélise do tremor orofacial, a ANOVA de uma via foi aplicada e mostrou efeito
do tratamento (CTR, F, Re F + R) [F (3, 23) = 4,435, p = 0,0134]. O pos-teste de Fisher's
LSD evidenciou diferenca entre o grupo F + R os grupos CTR, Fe R (p = 0,0416, p = 0,0041,
p = 0,0093, respectivamente).
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Figura 21: Efeito da administracdo diaria de Fluoxetina (10mg/kg) ou veiculo sobre os movimentos
orofaciais apés a 5° injecdo de reserpina (0,1 mg/kg). Foi observado aumento do namero de
movimentos de mandibula e duragdo do tremor orofacial dos animais tratados com F + R em relagéo
aos demais grupos, p* < 0,05 (ANOVA de uma via e poOs-teste de Fisher’'s LSD). Os valores sdo
expressos pela média e E.P.M.

Apos a 92 injecdo de reserpina, a ANOVA de uma via apontou efeito do tratamento
(CTR, F, R e F + R) nos movimentos de mandibula [F (3, 26) = 15,63, p < 0,0001]. O pds-
teste de Fisher's LSD evidenciou diferenca entre o grupo F + R os grupos CTR, Fe R (p <
0,0001, p < 0,0001e p = 0,0019, respectivamente). Ainda em relacdo a este parametro, o
grupo R também apresentou diferenca em relacdo aos grupos CTR e F (p = 0,0402 e p =
0,0309, respectivamente).

Quanto ao tremor orofacial, a ANOVA de uma via apontou efeito do tratamento
(CTR,F,Re F+R) [F (3, 23) = 4,323, p = 0,0148] e o0 pos-teste de Fisher’'s LSD evidenciou
diferenca entre o grupo F + R os grupos CTR, Fe R (p = 0,0098, p = 0,0057 e p = 0,0267,
respectivamente). Para este pardmetro o grupo R ndo mostrou diferenca em relacdo aos

controles.
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Figura 22: Efeito da administracdo diaria de Fluoxetina (10mg/kg) ou veiculo sobre os movimentos
orofaciais apos a 9% injecdo de reserpina (0,1 mg/kg). O grupo F + R apresentou aumento dos
movimentos de mandibula em relacdo ao CTR, com p* < 0,05 e em relagdo a R com p*# < 0,05. O
grupo R apresentou aumento dos movimentos de mandibula, p* <0,05. A andlise foi feita através de
ANOVA de uma via seguida de pos-teste de Fisher's LSD. Os valores sdo expressos pela média e
E.P.M.

5.2.4 Variacgao de peso corporal

Foi realizada ANOVA de duas vias com medidas repetidas, que revelou efeito do
tempo (dias de tratamento) [F (5, 135) = 45.86, p < 0,0001], tratamento (CTR, F, Re F+R)
[F (3, 27) = 3.705, p = 0,0236], e interacdo tempo x tratamento [F (15, 135) = 8.106, p <
0,0001] nas medidas de alteracdo de peso dos animais. Foi realizado o pos-teste de Fisher's
LSD e foi observada maior perda ponderal no grupo F + R quando comparado aos grupos
CTR (p*? = 0,013, p'® < 0,0001 e p*® < 0,0001) e R (p*? = 0,0330, p* = 0,0002 e p? <
0,0001); quando comparado ao grupo F, foi observada diferenca a partir do dia 15 (p*° =
0,0020 e p'® < 0,0001).

O grupo F também apresentou diferenca em relagdo ao CTR a partir do dia 12 (p*?
= 0,045, p*® = 0,0262 e p'® = 0,0026), enquanto o grupo R apresentou diferenca em relacéo ao
CTR somente no dia 18 (p = 0,0086).
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Figura 23: Efeito da administracdo 12 inje¢Bes de Fluoxetina (10 mg/kg) iniciada apds 5 injecOes de
reserpina (0.1mg/kg) sobre a variacdo de peso dos animais. O grupo F + R apresentou diferenca em
relacdo ao grupo CTR (p* < 0,05) a partir do dia 12 até o final do experimento e em relagdo ao grupo F
a partir do dia 15 (p* < 0,05). O grupo F também apresentou diferenca em relacdo ao grupo CTR a
partir do dia 12 (p* < 0,05). O grupo R apresentou diferenga em relacdo ao CTR somente no dia 18 (p*
=0,0086). A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida
de pds-teste de Fisher’s LSD. Os valores sdo expressos como média e E.P.M.

5.2.5 Imunorreatividade para TH

Em relacdo ao ndmero de neurdnios TH+ em VTA, ANOVA de uma via ndo
evidenciou efeito do tratamento (CTR, F, Re F+ R) [F (3, 16) = 24,01, p = 0,8671].

Para a SNpc, ANOVA de uma via mostrou efeito do tratamento (CTR, F, Re F +
R) [F (3, 16) = 14,12, p < 0,0001] na expressao de neurdnios TH+. Apos realizacdo do pés-
teste de Fisher's LSD, foi observada diferenca significativa entre os grupos F e R e 0 grupo
CRT, com valores de p = 0,0018 e p < 0,0001, respectivamente. O grupo R apresentou
também diferenca em relacdo ao grupo F + R, com valor de p = 0,0084.

Em relacdo a Densidade Optica Relativa no estriado dorsal, ANOVA de uma via
também evidenciou efeito do tratamento (CTR, F, R e F + R) [F (3, 16) = 15,75, p < 0,0001].
O pos-teste de Fisher's LSD mostrou diferencas significativas entre os grupos F e R e 0 grupo

controle, com valores de p = 0,0133 e p = 0,0005, respectivamente. Esses mesmos grupos
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também apresentaram diferenca em relacdo ao grupo F + R, com valores de p = 0,0033 e p =

0,0001, respectivamente.
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Figura 24: Relagdo entre o numero de células TH+ em VTA e a administracdo de fluoxetina
(10mg/kg) em animais com parkinsonismo induzido por reserpina (0,1 mg/kg). Ndo foi constatado
efeito do tratamento para este parametro (ANOVA de uma via).
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Figura 25: Efeito da administracdo de 12 injecGes de Fluoxetina (10 mg/kg) na imunorreatividade
para TH da SNpc e ESTd de animais com parksinsonismo ap6s 10 injecGes de reserpina (0,1 mg/kg).
O grupo F e o grupo R apresentam diminui¢do da expressdao de células TH+ na SNpc e reducédo da
D.O.R no ESTd quando comparados ao grupo controle, com p* < 0,05 (ANOVA de uma via seguida
de pds-teste de Fisher's LSD). Os valores sdo expressos por média e E.P.M e considerados
significativos quando p < 0,05.
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Figura 26: Imagens representativas do efeito da fluoxetina (10 mg/kg) nimero de células TH+ em
VTA e na SNpc e da imunorreatividade para TH no ESTd dos animais tratados com 10 inje¢des de
reserpina (0,1 mg/kg). Barra de escala 100 pm.

5.2.6 Imunorreatividade para Serotonina

Para a D.O.R no ndcleo dorsal da rafe, a ANOVA de uma via evidenciou efeito do
tratamento (CTR, F, Re F + R) [F (3, 16) = 19,54, p < 0,0001]. O pds-teste de Fisher's LSD
evidenciou diferencas significativas entre o grupo F e os grupos CTR, R e F + R, com valores
de p = 0,0061, p < 0,0001 e p < 0,0001, respectivamente. Os grupos F + R e R apresentaram
uma diminuigédo da D.O.R apenas marginalmente significativa em relagdo ao grupo CTR, com

valores de p = 0,0675 e 0,694, respectivamente.
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Figura 27: Alteracdes na D.O.R do NDR de animais submetidos a parkinsonismo e tratados
com 12 injecBes de fluoxetina (10 mg/kg). O grupo F apresentou aumento da densidade Gptica, com p*
< 0,05, enquanto os grupos F + R e R apresentaram diminuicdo apenas marginalmente significativa
(ANOVA de uma via e poOs-teste de Fisher's LSD). Os valores sdo expressos por média e E.P.M e
considerados significativos quando p < 0,05.

NDR

Figura 28: Imagens representativas do efeito da fluoxetina (10 mg/kg) na imunorreatividade do
NDR de animais submetidos a 4 injecdes de reserpina (0,1 mg/kg). Barra de escala: 100 pum.
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6. DISCUSSAO

Visto que a fisiopatologia da DP ndo se limita apenas a alteracdes no sistema
dopaminérgico, e que a rede serotoninérgica participa da regulacdo de ndcleos mesencefalicos
produtores de DA, este estudo teve o intuito de investigar a participacdo da 5-HT nas
alteragbes cognitivas e motoras da DP. Para isso, foi utilizado um modelo baseado em
pesquisas anteriores com roedores, com administracdo de baixas doses de reserpina, uma
droga que se mostra capaz de provocar alteragdes ndo motoras e motoras, estresse oxidativo e
deplecdo monoaminérgica de forma semelhantes as alteracdes observadas na DP (LEAO et
al., 2017; SANTOS et al., 2013). Como forma de modulacdo das vias serotoninérgicas, foi
utilizada a Fluoxetina, considerado o principal ISRS e droga de grande influéncia nessa rede
neuronal. Os ISRS ganharam grande notoriedade no tratamento da depressao por terem uma
baixa incidéncia de efeitos colaterais sérios (INDEN et al., 2012). Uma vez que a depresséo &
um dos SNM mais comuns na DP, afetando cerca de 50% dos pacientes, ISRS séo bastante
utilizados para o tratamento da depresséo (OHNO et al.,, 2015; INDEN et al., 2012,
PORDUGUIEL et al.,, 2015). Entretanto, a literatura apresenta dados aparentemente
controversos no que diz respeito a acdo desse medicamento por pacientes com DP e em
modelos animais de parkinsonismo, ora tendo efeito protetor, ora efeito deletério. Cabe
ressaltar que estas pesquisas se deram com outros modelos animais de parkinsonismo e com
outras formas de administracdo do ISRS (SHARIFF et al., 2015; MAHMOUDI et al., 2011;
PORDUGIEL et al., 2015; INDEN et al., 2012).

6.1 Prejuizo motor na catalepsia

A catalepsia é definida como uma postura imével do animal, com as duas patas
dianteiras permanecendo apoiadas sobre a barra. E esperado que os animais submetidos ao
tratamento com reserpina apresentem aumento progressivo da laténcia na barra (BOYANER,;
RADOUCO-THOMAS, 1971). Esse teste tem sido bastante utilizado como forma de
avaliacdo motora de hipocinesia em modelos animais da DP e tem permitido a investigacdo da
natureza progressiva desse sinal motor nos animais, uma vez que pode ser repetido
diariamente (FERNANDES et al., 2012; SANTOS et al., 2012).
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No presente estudo, o teste de catapelsia do experimento 1 mostrou aumento da
laténcia na barra para os animais do grupo F + R e os demais a partir do 6° dia de experimento
— 48h apos a terceira dose de reserpina. O uso concomitante da Fluoxetina foi capaz de
antecipar o prejuizo motor causado pela reserpina, uma vez que este efeito ndo foi observado
nos animais tratados apenas com o ISRS. Em concordancia com essa observacdo, estudos
apontam que o uso de ISRS se associa a inUmeros eventos adversos, como 0 aumento da
alteracdo motora da DP (TATARA et al., 2012; PORTUGIEL et al., 2015). E importante
ressaltar que os animais tratados com reserpina e veiculo da fluoxetina (R) ndo apresentaram
prejuizo motor nessa tarefa até 48h apos a 4° injecdo, corroborando os dados apresentados em
estudos anteriores com 0 mesmo modelo (FERNANDES et al, 2012; SANTOS et al., 2012;
LINS et al., 2017).

No experimento 2, o teste de catalepsia revelou diferenca entre o grupo F+ Re o
grupo R a partir do 12° dia de experimento, até o 16° dia. A partir do 18° dia de tratamento, a
interacdo entre fluoxetina e reserpina ndo aumentou a hipocinesia provocada pela reserpina
(R). O grupo R também apresentou alteragdo motora evidenciada pela maior laténcia na barra
guando comparado ao grupo controle, a partir do 12° dia de experimento, tendo esse grupo se
comportado de forma semelhante ao que foi relatado por Santos et al. (2012), no qual essas
alteragbes foram observadas a partir do 14° dia de experimento. Essa pequena diferenca na
analise comportamental entre os estudos pode ser explicada por variaces comportamentais
naturais.

Os sistemas dopaminérgico e serotoninérgico modulam indmeras func@es cerebrais
e estdo relacionadas a fisiopatologia da ansiedade e desordens afetivas e motoras. Os ISRS
blogueiam o transportador de 5-HT e consequentemente aumentam a sinalizacdo
serotoninérgica. Esta sinalizacdo pode causar efeitos colaterais semelhantes aos da diminui¢ao
da sinalizacdo da DA, como acatisia, anedonia e sintomas extrapiramidais (MORELLI, et al.,
2011). As fungdes motoras extrapiraminais sdo controladas principalmente pelo sistema
dopaminérgico, mas sdo moduladas por varios mecanismos serotoninérgicos. O bloqueio de
receptores 5-HT2A/2C reduz sintomas extrapiramidais, enquanto que a ativacdo de receptores
5-HT1A no cortex, no estriado e nos nucleos da rafe reduz esses sintomas. Portanto, a
ativacdo do sistema serotoninérgico por meio do uso de um ISRS pode potenciar esses
sintomas via blogueio de receptores 5-HT1A ou ativacdo de 5-HT2A/2C (TATARA et al.,
2012). Ainda, sabe-se que a liberacdo de DA na via nigroestriatal € negativamente regulada

pela ativacdo de receptores 5-HT2 localizados nas terminacdes nervosas dopaminérgicas do
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estriado, tendo os antagonistas seu efeito antiparkinsoniano pela modulagéo dessa via (OHNO
etal., 2015).

O aumento da sinalizacdo 5-HT pelo bloqueio crénico do seu transportador reduz o
aporte de DA para liberagdo no estriado. Ha indicios de que esse bloqueio crénico pode
depletar parcialmente os niveis vesiculares de DA. Essa deplecdo seria explicada pelo efeito
“crowding-out”: apds bloqueio de 5-HTT, o DAT passa a captar moléculas de 5-HT para os
neurdnios dopaminergicos (MORELLL, et al., 2011).

Os ISRS inibem de forma potente e seletiva a recaptacdo de serotonina, resultando
em potencializacdo da neurotransmissdo serotonérgica. Esta seletividade, que explica a
reducdo no perfil de efeitos colaterais desses medicamentos, pode aumentar o risco de
interacdo com outras substancias que afetem a transmissdo serotonérgica, levando ao
aparecimento de sintomas que sdo frequentemente descritos como sindrome serotoninérgica:
alteragdes cognitivas e comportamentais (agitacdo, hipomania e confusdo), alteragdes
autondmicas (febre, diarreia, alteragdes na pressdao arterial) e neuromusculares (tremores,
incoordenacdo e hiperreflexia) (MORENO; MORENO; SOARES, 1999).

Além das possiveis interferéncias no sistema de modulacdo da atividade
dopaminérgica via ativacdo de receptores 5-HT, outro mecanismo de acéo da fluoxetina neste
modelo animal poderia se dar pelo aumento do estresse oxidativo causado pelo aumento da
degradacdo da 5-HT ndo recatpatada pelo VMAT bloqueado por acdo da reserpina, uma vez
que o estudo de Lima et al. (2013) mostra que inducdo aguda de parkinsonismo com reserpina
ndo causou alteracdo dos niveis de TH, mas causaram prejuizo motor, o que leva a acreditar
que os efeitos da reserpina ndo séo causados apenas pelas altera¢cbes nos neurotransmissores
em si, mas também pelo estresse oxidativo (ABILIO et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2008).

6.2 Reducéo da atividade espontanea no campo aberto

O teste de campo aberto tem sido largamente utilizado para avaliar tanto a atividade
motora (ANDRADE et al., 1987) quanto o comportamento do tipo ansioso (ZHANG et al.,
2017) em modelos animais no estudo da DP (POTHAKOS; KURZ; LAU, 2009; KUAN;
ZHAO; BARKER, 2008; WINNER et al., 2009).

No experimento 1, a analise da atividade no campo evidenciou diferenca
significativa entre o grupo F + R e os demais grupos, em relacdo a distancia total percorrida.

Neste experimento, o grupo R também apresentou diferenca na medigdo da distancia total
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percorrida em relacdo ao grupo CTR, porém em menor amplitude do que a observada no
grupo F + R, 0 que evidencia a acdo da fluoxetina de potencializar o efeito da administracdo
da reserpina tambeém nesse parametro. Cabe ressaltar que essa alteracdo observada no grupo R
possivelmente seja resultado de um comportamento do tipo ansioso, e ndo a um prejuizo
motor, uma vez que a avaliagdo deste grupo no teste de catalepsia ndo apontou alteracédo
motora. Outros parametros avaliados para medi¢do de comportamento tipo ansioso foram o
numero de entradas no centro e o numero de rearing. Os grupos F + R e R apresentaram
diminuigdo da exploragdo do campo aberto, com menores valores de rearing e entradas no
centro, quando comparados ao grupo controle total, mas sem diferenca entre si.

No experimento 2, foram realizadas duas avaliagdes no campo aberto, uma 48h
apos a 42 e outra 48h apos 102 injecOes de reserpina. Na primeira avaliacdo, ainda nao havia
sido iniciada a administracdo do ISRS e, portanto, havia apenas o grupo controle e o0 grupo
reserpina. Os achados dessa avaliacdo apés a 42 injecdo sdo compativeis com as evidéncias do
experimento 1, com alteracdo da distancia percorrida, numero de rearing e tempo de rearing.
Essas alteracGes podem também ser explicadas como resultado da diminuicdo da exploracédo
do aparato, uma vez que, neste mesmo momento do experimento 2, este grupo também nao
mostrou alteracdo motora no teste de catalepsia. Da mesma forma, a segunda avaliagédo do
teste de campo aberto do experimento 2, realizado apds a 10? injegdo, apresentou resultados
em concordancia com o que foi observado no teste de catalepsia realizado nesse mesmo
periodo: os grupos F + R e R apresentaram diferenca em relagdo ao grupo controle, mas ndo
entre si.

Um dos parametros utilizados para avaliagdo comportamental no teste de campo
aberto é a exploracdo da area central do campo, considerada um local mais aversivo, e,
portanto, mais explorado quando o animal ndo apresenta comportamento do tipo ansioso. A
literatura aponta que animais ansiosos tendem a ter medo de explorar o campo aberto e
tendem a optar por um local considerado mais seguro, como o perimetro mais externo do
aparato (ZHANG et al., 2017). Outro quesito avaliado nos experimentos 1 e 2 foi o nimero de
rearing, cuja diminuicdo € um indicador de menor exploracdo, fendmeno que pode ser
revertido com o uso de compostos ansioliticos (FEDOTOVA et al., 2017).

Os dados observados nesse teste estdo de acordo com 0 que aponta a literatura a
respeito do modelo de parkinsonismo induzido pela reserpina em animais, que mostram que
as alteracbes emocionais — como o comportamento do tipo ansioso — se apresentam em

estagios iniciais da inducdo, antes mesmo do aparecimento do prejuizo motor (SANTOS et
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al., 2013). Esses SNM estdo possivelmente associados a alteracdes nas redes serotoninérgica
(LOANE et al., 2013). A escolha desse modelo de parkinsonismo nesta pesquisa se explica
pela sua capacidade de fazer correspondéncia com a natureza progressiva da DP. Isto permite
a avaliagdo de cada fase da progressdo da doenca sem a interferéncia das disfuncdes motoras
severas encontradas em modelos agudos de inducdo de parkinsonismo que utilizam
comumente uma Unica administracdo da droga em dose capaz de induzir em pouco tempo 0s
SM (PORTUGIEL et al., 2015).

A investigacdo sobre o papel da 5-HT na ansiedade foi iniciada ap6s a observacao
de que antagonistas serotoninérgicos faziam efeitos similares aos dos ansioliticos
benzodiazepinicos (que diminuem a atividade de neurdnios serotoninérgicos), acrescentando
subsidios que favorecem a teoria serotoninérgica classica da ansiedade, que atribui a 5-HT um
papel ansiogénico (PINHEIRO et al., 2002).

A neurotransmissdo por 5-HT desempenha um importante papel nos sintomas SNM
da DP e a degeneracdo da via nigroestriatal resulta em disfungfes centrais de 5-HT, como a
diminuicdo cortical de 5-HT e alteracBes em varios subtipos de receptores serotoninérgicos.
Os receptores 5SHT1A sdo tanto expressos em neurdnios pré-sindpticos dos nudcleos da rafe
quanto sdo os principais receptores pos-sinapticos de neurdnios do sistema limbico e de outras
regides envolvidas na ansiedade. A atividade dos neurdnios dessas regides é negativamente
regulada pela ativacdo de receptores SHT1A pré e pds-sinapticos. Por isso, esses receptores
estdo relacionados tanto a patogénese quanto ao tratamento da ansiedade (HUI et al., 2014).

Como ja& mencionado, a fluoxetina € um ISRS utilizado amplamente para
tratamento de transtornos de humor como depresséo e ansiedade. No entanto, apesar de sua
eficiéncia terapéutica, essa droga apresenta um efeito agudo ansiogénico paradoxal e que esta
acao se deve ao aumento subito da 5-HT na fenda sinadptica. Por outro lado, outros estudos
levam a entender que o efeito ansiogénico ndo seria resultado da administracdo do ISRS em
si, mas que este medicamento estimularia o eixo HPA em situacdes de estresse do animal.
(GOMEZ; GARCIA-GARCIA, 2017).

Em ambos os experimentos desta pesquisa, a fluoxetina por si s6 ndo foi capaz de
estimular o comportamento do tipo ansioso na avaliacdo do tempo de rearing, n° de entradas
no centro e tempo de permanéncia no centro — exceto aumento apenas no numero de rearing
no experimento 2. Essas observacdes levam a hipdtese de que o comportamento ansioso
observado nos grupos F + R e R seja atribuido a reserpina, uma vez que ndo foi observada

diferenca entre esses grupos.
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6.3 Aumento do tremor oral e dos movimentos orofaciais

Os movimentos de mandibula podem ser definidos como movimentos verticais e
rapidos, que se assemelham a mastigacao e que, no entanto, ndo sdo direcionados ao alimento
ou a nenhum outro estimulo em particular, sendo considerados um modelo animal de
discinesia (SALANOME et al., 1998). Esses movimentos sdo causados por mecanismos
semelhantes aos que induzem o parkinsonismo, como neurotoxinas, deplecdo farmacoldgica
de DA ou 0 antagonismo desse neurotransmissor.

Esses movimentos de mandibula podem ser descritos como “mastigacdo”
espontanea, produzida por deflexdo vertical da mandibula, sem que esta esteja direcionada
diretamente a algum estimulo, e € mostrado em estudos que esses sintomas podem ser
induzidos por varias condicdes, incluindo drogas neurolépticas, deplecdo de DA, antagonistas
dopaminérgicos e colinomiméticos (SALANOME et al., 1998).

No experimento 1, foi observado tremor oral nos animais do grupo F + R, com
diferenca estatistica em relacdo aos demais grupos, sem alteragbes nos movimentos de
mandibula. O grupo tratado apenas com reserpina nao apresentou diferenca quanto ao tremor
e movimentos de mandibula quando comparado ao grupo controle total.

No experimento 2, também foram realizadas duas avaliacbes dos movimentos
orofaciais em momentos distintos: 48h apos a 52 injecao de reserpina (11° dia de experimento)
e 48h apo6s a 9? injecdo de reserpina (19° dia de experimento). Na primeira avaliacdo, 0s
animais do grupo R ndo apresentaram alteracdes orofaciais, enquanto o grupo F + R
apresentou diferenca estatistica em relagdo aos demais grupos para tremor orofacial e
movimentos de mandibula. Na segunda avaliagdo dos movimentos orofaciais — apés a 92
injecdo de reserpina — os animais do grupo F + R continuaram a apresentar diferenca
estatistica em relacdo ao grupo R em relacdo aos movimentos de mandibula e tremor
orofacial. Nesse ponto, o grupo R também apresentou aumento dos movimentos de mandibula
em relagdo ao controle total, mas de forma menos intensa do que o aumento observado nos
animais que fizeram uso concomitante do ISRS. Cabe ressaltar que, o primeiro teste do
experimento 2, os animais do grupo F + R haviam recebido apenas 2 injecGes de fluoxetina.
Mesmo assim, esse curto tratamento com o ISRS foi capaz de antecipar o surgimento dos

movimentos de mandibula e também o tremor orofacial que é observado na inducdo de
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parkinsonismo por reserpina — efeito que ndo foi observado pelo tratamento apenas com
fluoxetina em nenhum momento do experimento.

O modelo de movimentos trémulos de mandibula € um modelo de tremor em
roedores bastante validado na literatura e pode ser induzido por deplecdo farmacoldgica e
neurotoxica estriatal de DA, antagonismo dopaminérgico — condigdes associadas ao
surgimento de parkinsonismo em humanos (COLLINS-PRAINO et al., 2013). Além disso, a
inducdo de discinesia oral é descrita na literatura como efeito da administracdo de reserpina
(LEAL et al., 2016).

Os resultados encontrados neste experimento para o grupo R sdo semelhantes aos
descritos em estudo prévio com modelo de indugdo de parkinsonismo por reserpina: o
surgimento dos movimentos orofaciais, como movimentos de mastigacdo, que s6 foram
observados a partir do 21° dia de tratamento (FERNANDES et al., 2012).

A andlise dos dois experimentos mostra que a administragdo concomitante da
fluoxetina nos animais que receberam reserpina foi capaz tanto de antecipar as alteragdes
causadas pela reserpina, quanto ampliar a magnitude desses sintomas. Essa interacdo pode ser
explicada por um possivel fenémeno de modulacdo negativa das vias serotoninérgicas sobre a
atividade dopaminérgica, ja diminuida pela agdo da reserpina.

Outra possivel causa para esse feito da fluoxetina pode ser devido & ativacdo de
receptores 5HT2A/2C, uma vez que a discinesia oral parece ser modulada por esses
receptores, ja que o uso de um antagonista foi capaz de suprimir os sintomas (PORDUGIEL
et al., 2015). Outro dado que fortalece a possibilidade de envolvimento de outras redes além
da dopaminérgica é que o estudo de Sussman et al. (1997) observou que a discinesia oral
provocada pela reserpina ndo desaparecida mesmo depois do restabelecimento da dopamina

no estriado.

6.4 Reducéao de peso corporal

No experimento 1, foi observada diminui¢do do peso corporal dos animais tratados
com F + R em relacdo aos grupos CTR e R, mas ndo em relacdo ao grupo tratado apenas com
fluoxetina (F). Este grupo também apresentou significativa perda de peso quando comparado
com os grupos CTR e R. O grupo R ndo mostrou perda ponderal significativa nesse primeiro
experimento. Esses dados apontam que, no experimento 1, a perda de peso possivelmente foi
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resultante apenas da terapia com o ISRS, ndo sendo alterado pelas inje¢fes de reserpina até
entéo.

No experimento 2, as alteracdes ponderais foram observadas a partir do 12° dia,
apos 4 injecdes de fluoxetina. A partir desse ponto, os grupos F + R e F apresentaram
diferenca em relagdo ao grupo controle total, e diferenca entre esses dois grupos foi observada
a partir do 15° dia de experimento. O grupo R apresentou perda ponderal significativa em
relacdo ao grupo CTR somente no 18° dia. Essas observagfes mostram que a reserpina por si
so foi capaz de provocar perda ponderal apés 9 injecOes e que, apesar de a fluoxetina causar
perda de peso em pouco tempo depois de sua administragéo, esse feito foi potencializado pela
administragcdo concomitante de reserpina, a partir do 15° dia de experimento.

Além dos SM cléssicos, os pacientes com DP podem sofrer de varios transtornos
alimentares. Estes transtornos incluem disfun¢des na mastigacdo e na degluticdo e estdo
presentes em cerca de 50% dos pacientes, e a morte por pneumonia — considerada a principal
causa de morte (40.9%) — parece estar relacionada a estes transtornos alimentares
(NAKAMURA et al., 2013).

A perda de peso em doencas neurodegenerativas € frequentemente observada e
interfere no prognostico. Pacientes com um histérico médico mais longo da doenca
apresentam maior perda de massa corporal, que pode resultar do processo da doenca em si ou
de causas secundarias como depressdo, disfagia ou mesmo efeito colateral de medicamentos.
Entretanto, ha a possibilidade do efeito protetor do tratamento da DP, pois o tratamento
adequado do tremor e da rigidez no inicio da doenca poderia diminuir 0 consumo energeético
(TSUGE et al., 2016).

Em relacdo ao uso dos ISRS, a literatura mostra dados conflitantes, ora
mencionando o ganho de peso com o uso desses medicamentos, ora a perda de peso.
Entretanto, o ganho de peso em alguns casos pode ser explicado pelo aumento do consumo de
carboidratos em pacientes recuperados da depressdo. Ainda, ha dados que mostram perda
inicial de peso, com posterior ganho com a continuidade do uso (ZHANG et al., 2017,
AGGARWAL et al., 2016).

No presente experimento, foi observada pequena, mas significativa alteracdo de
peso nos animais ja nos primeiros dias dos experimentos, enquanto no estudo de Aggarwal e
colaboradores, a diferenca foi observada apenas apds 4 semanas de uso da fluoxetina a
10mg/kg, também em ratos Wistar. Entretanto, é relevante considerar que os ratos testados

nos dois experimentos do presente estudo eram animais de idade mais avancada, e
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possivelmente mais sensiveis aos efeitos adversos dos ISRS, como nauseas, dor abdominal e
anorexia, efeitos que podem ter precipitado a perda de peso (BRASIL; BELISARIO FILHO,
2000). Além disso, estudos mostram que o efeito antidepressivo da fluoxetina € idade-
depentende, e também depende da plasticidade e neurogénese, sendo 0s cérebros mais jovens
muito mais plasticos (ARNDT; PETERSON; CAIN, 2015). Da mesma forma, uma possivel
causa para o efeito rapido da fluoxetina na perda de peso nestes experimentos € a alteracdo da

resposta pelo envelhecimento dos animais, causando rapida perda de peso.

6.5 Alteracdes imunohistoquimicas para TH e 5-HT

No primeiro experimento, foi observado efeito da administracdo da fluoxetina na
diminuicao expressdo da TH no ESTd dos animais do grupo F e F + R e aumento da D.O.R
para 5-HT na rafe dos animais desses mesmos grupos. Para o grupo R, ndo foi observado
efeito do tratamento mais curto na expressao de TH em nenhuma das areas estudadas. Os
dados corroboram o trabalho de Freitas et al. (2016), no qual ndo se observaram alteracfes
para TH apos 4 injecdes de reserpina. Entretanto, o tratamento com reserpina concomitante
com a fluoxetina ndo impediu a elevagdo da 5-HT. Os dados do experimento mais curto
foram proporcionais quando se compara 0 aumento da imunorreatividade para serotonina no
NDR e uma correspondente diminuicao da expressdo da TH no ESTd dos animais tratados
com fluoxetina. Uma das possiveis causas para esse efeito seria a regulacdo da expressdo da
DA através do aumento da sinalizacdo serotoninérgica (OHNO et al., 2015; MORELLI, et
al., 2011). J& uma possivel causa para que ndo tenha ocorrido aumento da TH na presenca da
diminuicdo da 5-HT do grupo R pode ser os efeitos deletérios agudos do tratamento com
reserpina.

Cabe frisar que, no experimento 2, os animais foram tratados por um periodo
maior com a reserpina (10 injecfes) e receberam também mais doses de fluoxetina (12
injecdes). Alguns dos efeitos do tratamento na imunorreatividade para TH e serotonina
foram relativamente semelhantes aos encontrados no experimento anterior, e outros efeitos
significativamente distintos. O grupo F continuou a apresentar elevacdo da D.O.R na rafe e
diminuicdo da expressdo da TH no ESTd e, também, passou a apresentar diminuicdo do
numero de células TH+ na SNpc. O grupo tratado apenas com reserpina passou a apresentar
diminuigdo de células TH+ na SNpc e da imunorreatividade para TH no ESTd (semelhante

aos resultados de Santos et al., 2013), mas sem efeito significativo sobre a expressdo da 5-
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HT na rafe — apenas uma diminui¢cdo marginal da D.O.R nessa &rea. Uma hipotese para a
justificacdo desse resultado seria a acdo de mecanismos compensatorios da rafe que
gerariam maior resisténcia aos efeitos deletérios dessa administracdo mais prolongada da
reserpina, uma vez que, no experimento 1, foi observado o efeito mais precoce de
diminuicdo da D.O.R para 5-HT nesse grupo e no experimento 2, apenas um efeito marginal
de diminuicdo. Cabe comparar que, no experimento mais extenso (exp. 2), o tratamento
apenas com a fluoxetina continuou a aumentar a expressdo da 5-HT na rafe (grupo F), mas
com a média do grupo ligeiramente inferior (134,6 para o 1° experimento e 129,4 para o 2°),
0 que indica a possibilidade de diminuicdo da intensidade desse efeito da fluoxetina com a
repeticdo das doses. O grupo que iniciou a fluoxetina apos a 42 dose de reserpina (F + R) ndo
apresentou aquele mesmo efeito de niveis mais altos da expressdo de 5-HT observados no
experimento 1, possivelmente também pela diminuicdo da intensidade do efeito da
fluoxetina, somado ao efeito deletério da reserpina, embora ndo tenha apresentado reducdo
significativa da D.O.R para serotonina. Outra caracteristica peculiar desse segundo
experimento foi que o tratamento concomitante de F + R impediu a diminui¢do tanto do
numero de células TH+ na SNpc quanto da imunorreatividade para TH no ESTd observadas
nos grupos F e R.

Uma pesquisa recente observou redugdo da TH no ESTd de animais ap6s a 152
injecdo de reserpina e na SNpc apenas 15 dias ap6s a Gltima injecdo (LEAO et al., 2017).
Interessante ressaltar que essa diferenca de tempo quanto ao surgimento das alteracdes na
expressdo da TH entre o ESTd e a SNpc indica uma via da deplecdo que se estende das
fibras ao nucleo. De forma semelhante, foi observado na presente pesquisa alteracbes mais
precoces no ESTd resultantes da terapia com o ISRS: diminuicdo da TH nessa area, antes do
surgimento das alteragdes na SNpc observadas no grupo F.

Embora esta pesquisa tenha sido realizada com apenas 10 doses de reserpina, é
importante frisar que existe a possibilidade de nossos animais serem mais sensiveis aos
efeitos dos tratamentos devido a idade.

Considerando que a literatura aponta que os SM decorrentes do tratamento com
reserpina surgem antes mesmo das alteracdes da TH, os dados desta pesquisa também
fortalecem a possibilidade de que esses sintomas ndo sejam resultantes necessariamente da
alteracdo nos niveis dos neurotransmissores em si, uma vez que 0s animais do grupo F
apresentaram alteragdes na imunorreatividade para TH e 5-HT sem apresentar alteracdo

sintomatologica, enquanto os animais tratados com F + R apresentaram sinais compativeis
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com as caracteristicas padronizadas nos modelos animais de parkinsonismo (hipocinesia,
discinesia oral, entre outras). Outro dado que apoia essa hipotese € um dos resultados da
pesquisa de Ledo et al., 2017, em que animais tratados com 15 injecdes reserpina, apos a
retirada do tratamento por 15 dias, apresentaram recuperacdo de alguns SM (alteragcdo na
locomogéo espontanea, discinesia oral e hipocinesia), a0 mesmo tempo que apresentaram
diminuicdo da TH na SNpc. Ainda, utilizando esse mesmo modelo de indugdo, Santos et al.,
2013, observaram recuperacdo da funcdo motora apoOs a retirada da reserpina, ainda na
presenca de alteracfes no nimero de células TH+ da SNpc. Uma das possibilidades para
explicar a causa do surgimento dos SM seria o desenvolvimento do estresse oxidativo
causado pela reserpina. Esse estresse oxidativo em modelo de parkinsonismo foi descrito na
pesquisa de Fernades et al., em 2012, com o aumento da peroxidacgdo lipidica estriatal nos
animais tratados com 10 injecdes de reserpina (0,1 mg/kg). Também, outra pesquisa com
indugOes agudas de reserpina mostrou relagdo entre discinesia e 0 estresse oxidativo
(ABILIO et al., 2003).

Outra possivel causa para a instalagdo dos SM nos grupos tratados com reserpina
que nao as alteracbes na imunorreatividade para TH seria 0 aumento da resposta
inflamatoria. J& é conhecida a participacdo da neuroinflamacdo na etiologia das doencas
neurodegenerativas, como a DP (CHEN; ZANG; HUANG, 2016), como a ativacdo de
células da microglia na SNpc em analises pds-morte de pacientes com DP (McGEER et al.,
1988). Outro fator que também corrobora essa hipotese é o achado de um estudo recente que
mostrou que o exercicio fisico num modelo animal de parkinsonismo causou melhora da
fungdo motora sem alteragdo significativa da TH, mas com amortecimento da resposta
inflamatoria (CHURCHIL et al., 2017).

Cabe lembrar que, nas analises de imunorreatividade, ndo foram observadas
alteracBes em VTA. Uma possivel explicacdo para esse resultado poderia ser a quantidade
de astrocitos presentes nessa area. Essas células, que protegem os neurbnios das ERRO,
estdo mais densamente presentes em VTA do que em outras areas, tornando-a menos
suscetivel a degeneracdo (DAMIER et al., 1993).

Também, além das alteragdes nos neurotransmissores 5-HT ou DA, esses
resultados poderiam ser explicados pela modulacdo de algum outro circuito neuronal. Ja é
conhecido que a Doenca de Parkinson néo envolve apenas alteragfes dopaminpergicas, mas
a funcdo colinérgica também esta afetada (BOHNEN et al., 2011), com alta ligacdo a
receptores nicotinicos no estriado, SNpc e tdlamo (COURT, CLEMENTI, 1995), além de
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alteracBes glutamatérgicas (PLAITAKIS; SHASHIDHARAN, 2000). Uma das hipdteses
para explicar os resultados desta pesquisa é que as alteracBes na sinalizacdo serotoninérgica
devido ao tratamento com fluoxetina podem ter modulado a sinalizacdo de
neurotransmissores como a acetilcolina e glutamato (OFEK et al., 2012; GARCIA-
COLUNGA,; MILEDI, 1999; BARYGIN et al., 2017) e outros.
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7. CONCLUSAO

A administracdo de fluoxetina causou tanto a antecipacdo como a exacerbacao das
alteragdes motoras causadas pela reserpina, evidenciadas nas atividades de catalepsia e na
avaliacdo dos movimentos orofaciais. A reducao do peso corporal também foi observada com
maior intensidade nos animais com tratamento por fluoxetina e reserpina, quando comparada
a perda de peso causada pela fluoxetina ou reserpina sozinhas. As alteragdes motoras
provocadas pelo tratamento com fluoxetina e reserpina simultaneamente nao tiveram
correlagdo com alteracBes imunohistoquimicas para TH. Entretanto, sdo necessarios novos
estudos para maior esclarecimento da interacdo entre o sistema serotoninérgico e as alteracdes

motoras e ndo motoras desse modelo de parkinsonismo.
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ANEXO - Declaracgio do Comité de Etica em Pesquisa com Animais

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA
COORDENAGAOQ DE PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM ANIMAIS (CEPA)
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “ALTERACAO MORFOLOGICAS E
NEUROQUIMICAS ASSOCIADAS ALTERACOES COMPORTAMENTAIS EM DOIS
MODELOS PROGRESSIVOS DA DOENCA DE PARKINSON". registrada com o n” 33/2016.
sob a responsabilidade do Prof. Dr. José Ronaldo dos Santos que envolve a producdo. manutengdo
ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos). para
fins de pesquisa cientifica encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794. de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n° 6.899. de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA). e foi aprovada pela COMISSAO
DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Universidade Federal de Sergipe. em reunido de
14/09/2016.

Finalidade () Ensino (X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacio | Inicio: 01/12/2016. Término: 01/12/2017
Espécie/linhagem/raca | Rato heterogénico/Swiss
N° de animais 140
Peso/ldade ~1250-550g / 6 a 10 meses
Sexo M
Origem Biotério Setorial do DFS da UFS
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( Prof. Dr. JOSEMAR SENA BATISTA
Coordenador do CEPA/UFS

Cidade Universitaria “Prof. Aloisio de Campos”
Jardim Rosa Elze - Sao Cristovao — SE
49100-000
Fones: 3212 6661/6606
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