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RESUMO

PROPIONATO DE TESTOSTERONA PROMOVE NEUROPROTECAO EM RATOS
IDOSOS SUBMETIDOS A UM MODELO PROGRESSIVO DE PARKINSONISMO,

Jose Leandro Santos Souza, Sao Cristovao, 2023

Introducdao: A senescéncia ¢ um dos fatores de risco para o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson e Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA). Dentre
elas, a Doenga de Parkinson (DP) ¢ a segunda desordem neurodegenerativa mais incidente no
mundo, sendo a populacdo idosa acima dos 60 anos a mais afetada. A DP apresenta uma
prevaléncia maior em homens do que em mulheres, evidenciando os hormdnios sexuais como
potencial fator que contribui para a suscetibilidade do individuo a esta doenga. Com o passar
da idade os homens experimentam uma diminui¢do gradual dos niveis de testosterona, e esta
diminui¢do ¢ ainda mais acentuada em pacientes com DP. Diante disso, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar os efeitos da administracdo prévia e cronica do propionato de testosterona
(PT) frente aos déficits monoaminérgicos induzidos por reserpina (RES) em ratos idosos.
Métodos: Foram utilizados 26 ratos machos da linhagem Wistar, entre 18 a 24 meses de idade.
Todos os procedimentos experimentais foram analisados e previamente aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa Animal da UFS (CEPA/UFS) sob o protocolo de n® 37/2017. Os animais
foram divididos aleatoriamente em quatro grupos (n = 6-7 por grupo): (1) CTRL, grupo
controle, tratado com veiculo da RES e do propionato de testosterona (PT), (2) RES, grupo
RES, tratado com reserpina, (3) grupo RES+1PT, tratado com RES mais PT 1 mg/kg e (4)
grupo RES+5PT, tratado com RES mais 5 mg/kg de PT. Os animais receberam 30 injecdes
prévias de PT (1 ou 5 mg/kg) por via intramuscular diariamente. No trigésimo dia os animais
foram submetidos ao modelo da RES, sendo administradas 15 inje¢des por via subcutanea de
RES (0,1 mg/kg) ou veiculo administradas durante 30 dias a cada 48 horas. Concomitantemente
ao inicio da inducao do modelo, os animais continuaram recebendo administragoes diarias de
PT ou seu veiculo, totalizando 60 administracdes de PT e mais15 administra¢des de RES. Ao
longo do experimento os animais foram submetidos aos testes comportamental de catalepsia,
realizado a cada 48 horas, movimentos orais (MO), realizado ap6s o efeito da 6%, 10* e 15?
administracao de RES e o teste de campo aberto, realizado no ultimo dia do experimento. 48
horas apds a ultima injecdo de RES, os animais foram anestesiados e perfundidos
intracardiacamente. Resultados: Observou-se que o PT foi capaz de melhorar a composi¢ao
corporal dos animais, evitando a perda abrupta de peso causada pelo modelo; observamos
também que o PT foi capaz de atenuar os efeitos causados pela RES no MO, diminuindo a
quantidade de mastigag@o no vacuo e tremor oral, assim como foi capaz de diminuir o tempo

de catalepsia. Neste estudo também podemos observar que o PT foi capaz de proteger contra a



diminuicdo para a marcagdo da tirosina hidroxilase na substancia negra parte compacta (SNpc)
e estriado. Conclusio: Os resultados sugerem que a administracao prévia e concomitante de
PT promove um efeito neuroprotetor sobre défices motores e prevengdo da reducdao da
marcagdo para tirosina hidroxilase no modelo experimental de parkinsonismo induzido por

RES.

Palavras-chave: Testosterona; Doenga de Parkinson; Dopamina; Andrégenos, Senescéncia.



ABSTRACT

TESTOSTERONE PROPIONATE PROMOTES NEUROPROTECTION IN ELDERLY
RATS SUBMITTED TO A PROGRESSIVE MODEL OF PARKINSONISM, Jose

Leandro Santos Souza, Sao Cristovao, 2023

Introduction: Senescence is one of the risk factors for the development of neurodegenerative
diseases such as Alzheimer's, Parkinson's and Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS). Among
them, Parkinson's disease (PD) is the second most frequent neurodegenerative disorder in the
world, with the elderly population over 60 years of age being the most affected. PD has a higher
prevalence in men than in women, highlighting sex hormones as a potential factor that
contributes to the individual's susceptibility to this disease. With age, men experience a gradual
decrease in testosterone levels, and this decrease is even more pronounced in patients with PD.
Therefore, the objective of the present study was to evaluate the effects of previous and chronic
administration of testosterone propionate (PT) against reserpine-induced monoaminergic
deficits (RES) in elderly rats. Methods: Twenty-six male Wistar rats, aged between 18 and 24
months, were used. All experimental procedures were analyzed and previously approved by the
UFS Animal Research Ethics Committee (CEPA/UFS) under protocol No. 37/2017. Animals
were randomly divided into four groups (n = 6-7 per group): (1) CTRL, control group, treated
with RES vehicle and testosterone propionate (PT), (2) RES, RES group, treated with reserpine,
(3) RES+1PT group, treated with RES plus PT 1 mg/kg and (4) RES+5PT group, treated with
RES plus 5 mg/kg PT. The animals received 30 previous injections of PT (1 or 5 mg/kg)
intramuscularly daily. On the thirtieth day, the animals were submitted to the RES model, with
15 subcutaneous injections of RES (0.1 mg/kg) or vehicle administered for 30 days every 48
hours. Concomitantly with the start of the model induction, the animals continued to receive
daily administrations of PT or its vehicle, totaling 60 administrations of PT and 15
administrations of RES. Throughout the experiment, the animals were submitted to behavioral
tests of catalepsy, performed every 48 hours, oral movements (OM), performed after the effect
of the 6th, 10th and 15th administration of RES and the open field test, performed on the last
day of the experiment. 48 hours after the last RES injection, the animals were anesthetized and
intracardiacly perfused. Results: It was observed that the PT was able to improve the body
composition of the animals, avoiding the sudden weight loss caused by the model; we also
observed that PT was able to attenuate the effects caused by RES in the MO, decreasing the
amount of vacuum mastication and oral tremor, as well as being able to reduce the time of
catalepsy. In this study we can also observe that PT was able to protect against the decrease in
tyrosine hydroxylase labeling in the substantia nigra pars compacta (SNpc) and striatum.

Conclusion: The results suggest that the previous and concomitant administration of PT



promotes a neuroprotective effect on motor deficits and prevention of the reduction of the

marker for tyrosine hydroxylase in the experimental model of parkinsonism induced by RES.

Keywords: Testosterone; Parkinson's disease; Dopamine; Androgens, Senescence.



RESUMO PARA SOCIEDADE

Com o avango da idade e o envelhecimento, nosso organismo vai perdendo a capacidade
de realizar vérias fungdes primordiais como diminuicdo da producdo de substancias que
regulam o funcionamento do nosso corpo. A testosterona ¢ uma destas substancias que tem
varias fungdes no nosso organismo, € com o avangar da idade nossa produgdo natural vai
diminuindo. Associado a essa diminui¢cdo de algumas fun¢des, o envelhecimento pode ser
considerado um indicativo de risco para desenvolvimento de doencas, principalmente as
neurodegenerativas. A doenca de Parkinson ¢ uma das doengas neurodegenerativas com maior
notificagcdo entre os idosos. Essa doenca afeta sistemas cerebrais que dificultam o controle
voluntario dos movimentos levando a sintomas como; tremores em repouso, perda de peso,
diminui¢do da massa muscular, perda de memoria, insonia, depressao entre outros. Diante deste
cenario sao necessarios estudos para um melhor entendimento em relagdo ao que acontece nos
pacientes com estd doenga, assim como identificar possiveis tratamentos para melhora dos
sintomas relacionados. Para isso estudos com animais sdo de extrema importdncia sendo
possivel simular os sintomas causados pela Doenca de Parkinson, através de uma droga
chamada reserpina. Como resultados vimos que o propionato de testosterona foi capaz de
melhorar os sintomas motores causados pela reserpina nos animais, e evitar a perda de peso que
ela causa, semelhante ao que acontece na Doenga de Parkinson em humanos, sendo a perda de
peso um dos sintomas ndo motores muito negligenciado e deixado em segundo plano na doenga.
Com isso o propionato de testosterona pode ser um potencial alvo para terapias em pacientes
com Doenca de Parkinson, podendo melhorar os sintomas motores, assim como evitar a perda

de massa corporal.
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1. INTRODUCAO

Ao longo dos anos, a ciéncia e a tecnologia proporcionaram melhorias basicas que foram
implementadas na sociedade, com isso a expectativa de vida mundial vem crescendo
progressivamente. Deste modo um aumento na populacdo idosa vem sendo evidenciado, e por
consequéncia um aumento na incidéncia de doencas neurodegenerativas, que sdo afecgdes
tipicas de idades mais avangadas (KYU et al., 2018a). O envelhecimento ¢ um dos fatores de
risco para o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas como Doenga de Alzheimer,
Doenga de Parkinson (DP) e Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) (HIRTZ et al., 2007). Dentre
as doengas neurodegenerativas com maior notificagdo, a DP ¢ a desordem neurodegenerativa
com disfuncdo motora mais comum, ocupando a segunda colocacdo no ranking entre os
disturbios neurodegenerativos, com alta prevaléncia e rapido crescimento entre a populagcdo
idosa acima de 60 anos (KYU et al., 2018a). Os sintomas caracteristicos da DP variam entre a
gravidade e o nivel de comprometimento, e estes estdo relacionados diretamente ao estagio da
doenca, variando entre sintomas motores ¢ nao motores (AUSTIN; AMERINGER; CLOUD,
2016).

Outro fator de risco para o desenvolvimento da DP estd relacionado as diferencas
sexuais, sendo uma maior prevaléncia e incidéncia no sexo masculino quando comparadas ao
sexo feminino, em proporc¢ao de 1,5:1 (HIRSCH et al., 2016; MOISAN et al., 2016). Com o
envelhecimento, uma diminui¢do natural da testosterona ¢ observada em homens nao
acometidos pela doenca. Em pacientes com a DP, essa diminui¢do ¢ ainda mais acentuada,
levando a varios problemas de saude, tais como, a obesidade sarcopénica, causando diminui¢ao
da massa magra dos individuos com DP, assim como diminui¢ao do peso corporal. Estes sdao
sintomas nao motores, que sao por vezes esquecidos, que podem levar a problemas ainda
maiores intensificando a progressdo da doenca, levando a piora de sintomas motores como
hipotensdo ortostatica, resultando em incapacidade de desempenhar tarefas e até mesmo

mortalidade (DE RUI et al., 2020; GHOURCHIAN et al., 2021).

Mesmo diante do conhecimento acerca do dimorfismo sexual na prevaléncia da
patologia, o mecanismo pelo qual os hormdnios sexuais atuam na DP ainda ndo esté claro. Os
resultados relacionados ao tratamento de terapia de reposicdo de testosterona (TRT) em
pacientes com a DP ainda sdo insuficientes e inconclusivos, sendo alguns deles contraditorios
(BIANCHI et al., 2020a; OKUN; MCDONALD; DELONG., 2006; SON et al., 2016), onde os

efeitos da testosterona no sistema nervoso sao relatados como neuroprotetores e/ou



neurotoxicos (BIANCHI et al., 2020a; HOLMES et al., 2013). Sabe-se que a testosterona possui
influéncia sobre caracteristicas relacionadas as areas dopaminérgicas, desempenhando papel

importante na sinalizagcdo do sistema nervoso central (SNC) (ESPINOSA et al., 2016).

Diferencas entre sexos também sdo observadas e descritas em modelos animais da DP
submetidos ao protocolo de indug¢do aguda por administragdo de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP) e 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Diferengas formam relatadas em
relagdo ao sexo e ao comprometimento motor mais acentuado em animais machos se
comparados as fémeas (ANTZOULATOS et al., 2010; TAMAS et al., 2005). No modelo animal
progressivo induzido por baixa dose e repetidas administragcdes de reserpina (RES) também
foram observadas diferengas sexuais, sendo os animais machos mais susceptiveis aos danos
causados pela progressio do modelo (FERNANDES et al., 2012; LEAL et al., 2019; LEAO et
al.,2017; SANTOS et al., 2013). A busca pela mimetizagcdo dos sintomas motores € nao motores
em modelos animais se faz importante, uma vez que ha a necessidade de estudar, observar e
entender os possiveis efeitos da administragdo prévia e cronica de propionato de testosterona

(PT), sobre os déficits progressivos causados pela DP.

Diante do exposto, o presente estudo avaliou o efeito neuroprotetor da administragao
cronica de PT sobre a toxicidade causada pela RES em ratos idosos. Com base nesse contexto,
nossa hipétese ¢ de que a administragdo prévia e cronica de PT atenua a toxicidade causada
pela RES, assim como atuar na manutengao e prevenc¢do da perda de peso causada pelo modelo.
Com a diminuicdo da testosterona, alguns sintomas motores € ndao motores podem ser
exacerbados, os tremores em repouso, assim como dificuldade para locomog¢do pode ser
evidenciada. A diminui¢cdo da massa muscular causada pela diminui¢do da testosterona, pode
levar a uma maior dificuldade para iniciar o0 movimento, ou diminui¢do do controle motor
podendo levar a quedas na auséncia de um cuidador (BOURQUE; DLUZEN; DI PAOLO,
2009; BOURQUE; SOULET; DI PAOLO, 2021; OKUN; MCDONALD; DELONG, 2002).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 ENVELHECIMENTO

Envelhecer ¢ um processo natural que implica mudangas graduais e inevitaveis
relacionadas a idade que acarreta diretamente na boa satde e bem estar. Esse fendmeno
progressivo, além de desencadear o desgaste organico, provoca alteracdes nos aspectos
culturais, sociais e emocionais (KRITSILIS et al., 2018). A Organiza¢do Mundial da Satde
(OMS) define o envelhecimento como um processo sequencial, individual, cumulativo,
irreversivel, universal, ndo patolégico de deterioracdo de um organismo maduro, proprio a
todos os membros de uma espécie, de modo que o tempo o torne menos capaz de se opor aos
estresses do meio ambiente e, portanto, aumente sua possibilidade de morte. Segundo a
organiza¢do mundial de saide (OMS), os limites de idade entre o individuo adulto e o idoso ¢
65 anos em nagdes desenvolvidas e 60 anos nos paises emergentes. O processo de
envelhecimento esta relacionado a progressao da diminui¢cdo de reservas funcionais a nivel
celular, sendo denominado de senescéncia. Por outro lado, a senilidade é considerada como o
desenvolvimento de condi¢des patologicas ao longo da progressio do processo de
envelhecimento (BARBOUTI et al., 2018). A senescéncia ¢ uma resposta celular ao estresse
desencadeado por danos moleculares. As células senescentes param seu processo de divisdo
celular, inviabilizando o processo de substituicdo resultando em alteragdes caracteristicas
incluindo alteracdes transcricionais, epigenéticas, morfoldgicas e metabdlicas (GORGOULIS

etal. 2019).

O envelhecimento ¢ um fator de risco importante para o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas e, normalmente, a maioria dos distirbios neurodegenerativos se manifesta
em idosos (JOHNSON, 2015). Nos humanos, o processo de envelhecimento ¢ acompanhado de
um acumulo gradual de comprometimento cognitivo e fisico, elevando assim o risco de
desenvolvimento de varias doencas, incluido ndo somente as neurodegenerativas, mas também
o cancer, diabetes, doencas cardiovasculares e musculoesqueléticas. A incapacidade e a
morbidade causada por essas doengas, que estdo diretamente ligadas a idade, afetam a qualidade
de vida dos individuos acometidos com a patologia, assim como os familiares (KRITSILIS et
al., 2018). Recentemente, o interesse em tratamentos terapéuticos para a senescéncia (também
conhecidas como senoterapia), estdo tendo um foco especial, afim de melhorar o
envelhecimento atenuando ou retardando os efeitos causados por doencas relacionadas a idade

(GORGOULIS et al. 2019).



2.2 DOENCA DE PARKINSON

A DP ¢ uma doenga cronica e progressiva, caracterizada pela neurodegeneragao de
neurdnios dopaminérgicos, principalmente na substancia negra parte compacta (SNpc) e area
tegmental ventral (VTA). Essa neurodegeneracdo resulta em uma atenuagdao do tonus
dopaminérgico e seus metabdlitos, bem como uma redugdo da enzima tirosina hidroxilase (TH),
transportador de dopamina (DAT) e transportador vesicular de monoamina 2 (VMAT?2) no
estriado dorsal (ED). Também sdo relatadas alteragdes gliais que sao associadas ao acaimulo de
agregados protéicos chamados corptsculos de Lewy, cujo principal componente ¢ a a-
sinucleina (a-sin) (ANDICA et al., 2018; BRAAK; DEL TREDICI, 2017; CAMINITI et al.,
2017; HARRINGTON et al.,, 1996). Essas modificagdes neuroquimicas e estruturais
desencadeiam os sintomas caracteristicos da DP como bradicinesia, tremor em repouso, rigidez
postural, distirbios da marcha, alteragdes no equilibrio, sintomas nao motores (disturbios do
sono, transtornos de ansiedade, depressdo, déficits de memoria, apatia), além de caracteristicas
fisicas como diminui¢do do peso corporal e niveis plasmaticos de testosterona (DOS SANTOS
et al., 2021; KENANGIL et al., 2009; LIMA; PECKHAM; JOHNSON, 2018; OKUN;
MCDONALD; DELONG, 2002; PICILLO et al., 2014; SCHENCK; BOEVE; MAHOWALD,
2013).

Ao longo do tempo varios relatos e estudos contribuiram para tornar possivel o
conhecimento sobre aspectos e sintomas relacionados a DP, inicialmente chamados de
“Tremores Paralytoidei” (FACTOR; WEINER, 2008; PEARCE, 1989; STERN, 1989).
Tempos depois em 1817, o médico inglés James Parkinson acompanhou alguns pacientes que
apresentavam alguns movimentos involuntarios, como tremores (rigidez postural), perda de
forca, alteracdes na marcha (aceleracdo na ritmicidade da marcha) e alteragdes da postura
(inclinagdo do tronco para frente). Com base em suas observagdes, ele descreveu, de modo
preciso, os sinais € sintomas apresentados por seus pacientes, na ocasido nomeando estes
aspectos sintomaticos de “Paralisia Agitante” (do inglés “Shaking a Palsy”) (PEARCE, 1989;
RAUDINO, 2012; STERN, 1989). Alguns sintomas nao descritos por James Parkinson so
foram caracterizados anos depois pelo médico francés Jean-Martin Charcot no ano de 1876.
Charcot descreveu o sintoma de bradicinesia (lentificagdo para iniciar um movimento) € a
acinesia (auséncia de movimento). Além disso, ele descreveu o tremor como um dos sinais
cardinais associados a rigidez muscular. Essas novas caracteristicas, somadas as descritas por
James Parkinson, fizeram Charcot acreditar que “Paralisia Agitante” ndo seria um nome

adequado para a patologia, sugerindo entdo “Mal de Parkinson” (do Francés “La Maladie de



Parkinson”’), em homenagem a James Parkinson (PEARCE, 1989; RAUDINO, 2012; STERN,
1989).

Trés décadas apods as contribuicdes de Charcot, o neurologista alemao Friedrich
Heinrich Lewy relatou a presenca de inclusodes intracelulares em neurénios mesencefalicos de
pacientes acometidos com DP, que foram nomeadas posteriormente de corpos ou corptsculos
de Lewy (BRAAK; DEL TREDICI, 2017; ENGELHARDT, 2017). Em 1925, o neurocirurgiao
Charles Foix e o médico Jean Nicolesco, mostraram a morte de neurdénios na regiao
mesencefalica, com maior prevaléncia na regido da substancia negra de pacientes com DP
(GONZALEZ-HERNANDEZ et al., 2010). Apos a identificagio da diminui¢io da dopamina
(DA) nos nticleos estriatais, tornou-se possivel associar a deple¢ao desta monoamina a perda
dos neurdnios dopaminérgicos mesencefalicos, sendo que a morte desses neurdnios estaria
diretamente envolvida ao surgimento dos sintomas motores da DP (BOIX; VON HIEBER;
CONNOR, 2018; DAMIER et al., 1999; GONZALEZ-HERNANDEZ et al., 2010; DAUER et
al., 2003; SANTOS et al., 2013). Todos esses estudos foram de suma importincia para a

caracterizagao da doenca.

Os mecanismos que interferem diretamente nesta disfun¢ao dopaminérgica ainda nao
sdo totalmente compreendidos (BRAAK; DEL TREDICI, 2017; WONG; KRAINC, 2017). No
entanto, o desenvolvimento da doenca pode estar ligado a fatores genéticos, condigdes
ambientais ou por outros fatores diversos, que resultam na disfuncdo dopaminérgica, sendo os
principais fatores de risco associados ao surgimento da doenca, o estresse oxidativo, mutagdes
genéticas, disfungdo mitocondrial, neuroinflamacdo, excitotoxicidade ao glutamato,
envelhecimento, exposi¢do a agrotoxicos e metais pesados (GAO et al., 2017; GONZALEZ-
HERNANDEZ et al., 2010; HALLIDAY et al.,, 2014; TRIST; HARE; DOUBLE, 2019;
VIVEKANANTHAM et al., 2015). Apesar das vias dopaminérgicas serem as primeiras
relacionadas a DP e as mais estudadas, tem sido evidenciada a participacdo de outras
monoaminas, como a noradrenalina e a serotonina nos sintomas motores e, principalmente, aos
sintomas nao motores (LEAL et al., 2019; MANN et al., 2018). Mesmo com todos os relatos
na literatura, ainda ndo ¢ claro como o sistema dopaminérgico apresenta um maior

comprometimento ao longo da progressao da doenca.

A formacao de corpos de Lewy, através da superexpressao da proteina a-sin, ¢ um dos
principais fatores neuropatologicos relacionados a DP (BRAAK; DEL TREDICI, 2017).

Disfuncdes dopaminérgicas sdo associadas ao estresse oxidativo, podendo ser resultado da



degradacdo da DA, acimulo da proteina a-sin, neuroinflamacdo ou até mesmo disfuncao
mitocondrial (RYAN; BAIR-MARSHALL; NELSON, 2018; TRIST; HARE; DOUBLE, 2019;
VIVEKANANTHAM et al.,, 2015). Esses fatores impactam ndo somente as fungdes
dependentes da DA, mas também as vias serotoninérgicas e noradrenérgicas, intensificando
sintomas motores e principalmente no surgimento dos sintomas ndo motores da DP

(HALLIDAY et al., 2014; LEAL et al., 2016; MANN et al., 2018; WANG et al., 2009).

A neurodegeneracdo progressiva de neurdnios dopaminérgicos mesencefalicos,
principalmente na SNpc e area tegmentar ventral (VTA), leva ao surgimento dos déficits
caracteristicos da doenga. Destes nucleos sdo enviadas proje¢des para os nucleos da base, tal
qual o estriado (via nigroestriatal), regido limbica (via mesolimbica) e para areas do cortex (via

mesocortical) (CAMINITI et al., 2017; FEARNLEY; LEES, 1991; HALLIDAY et al., 2014).

Os neurdnios dopaminérgicos mais afetados na DP sdo os da SNpc; este dano induz uma
diminui¢do do tonus e liberacio de DA no estriado levando a uma diminui¢do da acdo da
mesma. A acdo da dopamina ¢ primordial para o controle voluntario do movimento; este
neurotransmissor desempenha funcdes antagonicas nos seus receptores D1 e D2 (receptores de
dopamina presentes em neurdnios responsaveis pela cascata de sinalizagdo do controle do
movimento) localizados no estriado, mas com acdo a jusante sinérgica, favoravel a realizagdo
do movimento voluntario (ANDICA et al., 2018; BOIX; VON HIEBER; CONNOR, 2018;
CAMINITI et al., 2017; PARK et al., 2018; SANTOS et al., 2013).

2.3 VIA NIGROESTRIATAL E DOENCA DE PARKINSON

Na fisiopatologia da DP, a neurodegeneragdo e consequente morte de neurdnios
dopaminérgicos da SNpc leva a uma atenuagao do tonus dopaminérgico no estriado, reduzindo
a estimulacao dos neurdnios D1 e superexcitando os D2. Essa deplecdo de DA induz uma falha
das sinapses dopaminérgicas comprometendo o controle voluntario do movimento, que resulta
nos sintomas classicos da DP (KYU et al., 2018b; RYAN; BAIR-MARSHALL; NELSON,
2018). Apds a compreensdo da participacdo da dopamina, em relacdo aos movimentos
voluntarios mediados pelos circuitos dos nucleos da base na execucdo dos movimentos
voluntarios, um melhor entendimento sobre a fisiopatologia da DP foi alcangado (MALLET et
al., 2019). Os nucleos estriatais e talamicos se conectam ao cortex cerebral motor formando um

circuito integrado por neurdnios corticais € mesencefalicos, sendo o estriado o principal nucleo



de entrada de projecdes corticais e que expressa receptores dopaminérgicos D1 e D2 que
facilitam e inibem o controle do movimento respectivamente, e o talamo com projegdes

glutamatérgicas para o cortex (GAGNON et al., 2017).

A formacao deste circuito se da por um conjunto de neur6nios mesencefalicos, formados
pelo estriado, globo palido externo (GPe), globo palido interno (GPi), ntcleo subtaldmico
(NST), substancia negra parte reticulada (SNr) e substincia negra parte compacta (SNpc). As
projecdes corticais que interagem com o estriado formam o principal nacleo de entrada
mesencefalica a partir do cortex. As eferéncias corticais se comunicam com 0s neurdnios
espinhosos médios (NEM) estriatais sintetizadores de acido gama-aminobutirico (GABA),
esses neurdnios expressam receptores dopaminérgicos das familias D1 e D2, que modulam a
atividade de liberacao do GABA (GAGNON et al., 2017). As proje¢oes dos NEM, modulam a
atividade dos neurdnios dos nticleos GPe ¢ GPi/SNr, onde a ativacdo do GPe inibe o movimento
e a ativagdo de GPi/SNr induz o movimento. A equalizagdo entre a acdo glutamatérgica cortical
e aacdo da DA oriunda da SNpc viabilizam a atividade do controle do movimento (DELONG;
WICHMANN, 2015; MALLET etal.,2019; REDGRAVE et al., 2010). As vias direta e indireta
atuam de modo sincrono e em ambos os hemisférios e o resultado final ¢ uma consequéncia da
equalizacdo da a¢do dos neurotransmissores € da comunicacdo entre os neuroénios do circuito
cortico-estriato-palido-talamico-cortical (DELONG; WICHMANN, 2015; GAGNON et al.,
2017; MALLET et al., 2016, 2019; REDGRAVE et al., 2010).

As eferéncias glutamatérgicas enviadas pelo cortex ao estriado estimulam os NEM-D1
e NEM-D2 que irdo atuar por caminhos distintos resultando em agdes opostas. O controle da
modulacdo do movimento voluntério se da pela interagdo entre os circuitos estriatais, via direta
(excitatoria) monossindptica e via indireta (inibitdria) polissinaptica. O circuito pelo qual a via
direta atua depende da ativagao do NEM-D1, que enviam pulsos fasicos inibitérios (GABA) ao
GPi/SNr, reduzindo a liberacao e inibi¢ao tonica desses nucleos ao talamo, tornando o tdlamo
desinibido, permitindo que o mesmo libere pulsos excitatorios (glutamatérgicos) ao cortex
motor, levando a uma facilitacdo para o movimento motor. Ja a acdo da via indireta depende da
atividade dos NEM-D2, que quando excitados pelo glutamato enviam pulsos inibitorios
(GABA) fasicos ao GPe que se torna inibido. O GPe faz conexdes com os nticleos NST e com
a inibicdo do GPe, o NST torna-se desinibido, enviando suas projecdes excitatorias
glutamatérgicas ao GPi, que por sua vez envia GABA ao tdlamo, tornando-o inibido,

diminuindo assim o tonus glutamatérgico taldmico ao cortex, inibindo os movimentos



voluntarios, principalmente os movimentos indesejados (DELONG; WICHMANN, 2015;
MALLET etal., 2016, 2019; OBESO et al., 2008; REDGRAVE et al., 2010).

Os neurdnios estriatais NEM-DI e NEM-D2 também recebem aferéncias
dopaminérgicas da SNpc, que irdo atuar diretamente na estimulacdo do movimento voluntario
através da acdo da DA nos receptores D1 e D2. A agdo da dopamina na via direta estimula os
NEM-DI1, inibindo o GPi/SNr, tornando o talamo desinibido, estimulando o movimento. Na
via indireta, a DA atua por diminuir a a¢ao tonica para o0 movimento através da inibicdo do
NEM-D?, permitindo que o GPe esteja desinibido e por consequéncia iniba o NST, uma vez
que o NST ndo envie suas eferéncias excitatorias ao GPi/SNr. O talamo por sua vez, torna-se
desinibido, enviando suas eferéncias glutamatérgicas ao cortex. Contudo, a acdo da dopamina
nessas vias viabiliza e favorece o movimento voluntario, atuando em ambas as vias
simultaneamente (DELONG; WICHMANN, 2015; MALLET et al., 2016; OBESO et al., 2008;
REDGRAVE et al., 2010; RYAN; BAIR-MARSHALL; NELSON, 2018).

Em condi¢gdes fisiopatologicas da DP, a consequente morte de neurdnios
dopaminérgicos da SNpc leva os pacientes a experimentarem uma diminui¢do da DA no
estriado. A deplecdo na via direta gera uma reducao da estimulacdo do NEM-D1, desinibindo
0 GPi/SNr, liberando-os para inibir o tdlamo e por consequéncia leva a reducdo da estimulacao
ao cortex motor. O resultado da deple¢do da DA pela via indireta provoca menos inibi¢ao do
NEM-D2, resultando, em uma maior inibicdo do GPe e por consequéncia o NST se torna
desinibido estimulando o GPi/SNr, levando a uma forte inibi¢ao ao tdlamo, inibindo assim os
estimulos ao cortex motor. A deplecao de DA estriatal causada pela DP induz uma reducao dos
movimentos voluntérios através da disfung@o no controle das vias diretas e indiretas, levando a
sintomas associados a DP, como lentificagdo dos movimentos € o tremor em repouso
(DELONG; WICHMANN, 2015; OBESO et al., 2008; REDGRAVE et al., 2010; RYAN;
BAIR-MARSHALL; NELSON, 2018). Para além destas sinaliza¢cdes apontadas acima,
interneuronios colinérgicos locais e de liberagdo dupla de acetilcolina e GABA sao
influenciados negativamente pela deple¢do da DA, influenciando diretamente nas disfunc¢des

do controle motor (LOZOVAYA et al., 2018; OBESO et al., 2008) (Figura 1).
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Figura 1: Representacio esquematica do circuito cortico-estriado-palido-talimico-cortical. Figura do autor.
A) representa o funcionamento normal das vias direta e indireta. B) representa o funcionamento do circuito em
uma condicdo patologica da doenga de Parkinson. GPe: globo palido externo; GPi: globo palido interno; NST:
nucleo subtalamico; SNpc: substincia negra parte compacta; SNr: Substancia negra parte reticulada; D1 e D2;
receptores de dopamina. As vias direta e indireta, funcionam de modo simultaneo e em ambos os hemisférios, o
resultado final do controle do movimento, se da pela equalizac@o entre as vias direta e indireta, através da acdo
glutamatérgica cortical, e a influéncia dopaminérgica que equilibra os sinais excitatorios e inibitorios que serdo

enviados ao cortex motor.
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2.4 TESTOSTERONA

O primeiro estudo descrito, que avaliou diferengas relacionadas ao sexo bioldgico, sob
a acdo da substancia que atualmente conhecemos por testosterona, teve inicio com o0s
experimentos do fisiologista alemao Arnold Adolph Berthold no ano de 1849, buscando
entender o porqué das diferengas morfologicas existentes entre machos e fémeas. Berthold
desenvolveu um experimento com frangos jovens contendo trés grupos, sendo eles; animais
castrados (Grupo 1); animais castrados, mas com suas proprias gonadas reimplantadas (Grupo
2); e animais castrados e reimplantados com gdénadas de outro animal do mesmo grupo (Grupo
3). Como resultado, ele observou que os animais castrados (Grupo 1) ndo desenvolveram
caracteristicas tipicas de frangos machos, como a crista predominante. Os demais grupos se
desenvolveram normalmente. Apds a autdpsia dos frangos ele descobriu que os testiculos
transplantados tinham adquirido uma nova vascularizagdo, concluindo que as caracteristicas
secundarias masculinas era algo transportado dos testiculos para a corrente sanguinea,
refutando a teoria predominante de que as caracteristicas sexuais eram mediadas pelo SNC

(Figura 2) (BERTHOLD, 1849).
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Figura 2: Esquema ilustrativo do delineamento experimental desenvolvido por Berthold em 1849.
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O primeiro estudo com humanos, sobre o tema, foi realizado pelo fisiologista Charles-
Edouard Brown-Séquard, pioneiro nos estudos de reposi¢éo de um extrato gonadal e o primeiro
a descrever que uma substancia testicular era transportada pelo sangue. Em 1889 ele descreveu
os seus achados com relagdo a auto administragdo do extrato que havia desenvolvido. Ele tinha
certezas de que tinha descoberto uma maneira de prolongar a vida humana, relatando seus
efeitos no trabalho que denominou “The elixir of life”. Em seus experimentos, Séquard auto
administrava um extrato produzido a partir de sangue de veias testiculares, sémen, € um “suco”
de glandulas genitais de cachorro ou de porquinho-da-india. Foram dez administracdes
subcutaneas, e apos a segunda aplicacdo Brown-Séquard relata o que sentiu como efeito do
extrato que tinha produzido, “Uma mudanc¢a radical tomou conta de mim, e eu tinha amplas
razoes para dizer e escrever que eu tinha readquirido, no minimo, a for¢a que possuia anos
atrdas”. (BROWN-SEQUARD, 1889). Depois da descoberta de Brown-Séquard, seu extrato
passou a ser produzido em larga escala chamado de Sequarine. Até o fim do ano de 1889, esse
extrato era prescrito pelos médicos para praticamente todos os tipos de doengas. Todo esse
reconhecimento em torno do extrato levou os pesquisadores a estudar a acao das glandulas
enddcrinas e os mecanismos de acdo das suas secre¢des (chamadas de hormonios somente em

1905) (FREEMAN; BLOOM; MCGUIRE, 2001).

Os hormonios esterdides sdo sintetizados a partir da molécula de colesterol, sendo assim
hormdnios de natureza lipidica. Sua estrutura basica é composta por 17 dtomos de carbono,
organizados em quatro anéis interligados denominados ciclopentanoperidrofenantreno
(SHAHIDI, 2001). A produgdo endogena se da através do processamento da molécula de
colesterol pelo complexo enzimatico P450 (KAM; YARROW, 2005). A sintese se inicia com
o transporte da molécula de colesterol para o interior mitocondrial, nas gonadas, no cortex
adrenal e em algumas células do sistema nervoso central (SNC). Este transporte ¢ facilitado
pela proteina translocadora (TSPO), encontrada na membrana mitocondrial (MITRO et al.,
2014), e pela proteina reguladora aguda da esteroidogénese (StAR), que faz o transporte do
colesterol para o interior da mitocondria, convertendo-o em pregnenolona (precursor dos
esteroides anabolizantes), pela enzima colesterol desmolase (P450scc) (GIOMETTI et al.,

2009).

O colesterol ¢ convertido em pregnenolona através da 3B-hidroxidesidrogenase (3[3-
HSD); por sua vez, a pregnenolona pode softrer etapas de clivagem por duas vias metabolicas,
via delta-4 e via alfa-5, resultando em progesterona, ou desidroepiandrosterona (DHEA). A

acdo da 17a-hydroxylase (P450c17) converte a progesterona em androstenediona, assim como
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a 3B-HSD também converte DHEA em androstenediona (GIOMETTI et al., 2009; TARUMI;
ITOH; SUZUKI, 2014). Essas moléculas podem exercer suas fungdes ou sofrerem mais
clivagens. A adrostenediona pode ser clivada pela 17B-hidroxiesteroide desidrogenase (17 -
HSD) em testosterona ou em estrona pela agdo da aromatase. A testosterona pode atuar no
organismo exercendo sua a¢do ou pode sofrer dois tipos de clivagem, sendo convertida pela
aromatase em estradiol, ou convertida pela 5o-Redutase em di-hidrotestosterona. A estrona
pode desempenhar sua agdo ou também pode ser clivada em estradiol através da acao da enzima
17 B-HSD. O estradiol por sua vez pode atuar com seus efeitos ou sofrer modificagdo para

estriol através da 16-a-hydroxylase (Figura 3) (PABA et al., 2011).
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Figura 3: Esquema resumido da via de biossintese dos hormonios sexuais. Fonte: Adaptado de (AUCHUS;
MILLER, 2012).

O transporte da testosterona na corrente sanguinea ocorre por formas diferentes. O
deslocamento pode ocorrer por ligacdo a globulina de ligagao a hormdnios sexuais (SHBG) e
também pela ligacdo a albumina e transtirretina, em sua forma livre ou dialisavel (BIALEK et
al., 2004). A testosterona ativa inclui as fragdes livre e ligada a albumina. A globulina ligadora
de hormonios sexuais (SHBC) também regula as quantidades circulantes de estradiol bio-
disponivel, através da ligacdo de uma fracdo significativa de estradiol -circulante

(KRONENBERG et al., 2010). Esse transporte atua ndo somente para entrega do horménio aos
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tecidos, mas também auxiliando no controle da sintese e secrecdo da testosterona, que sao
regulados pelo sistema de retroalimentagdo negativa, estimulando o hipotdlamo a produzir seu

hormonio regulador (AIRES, 2008).

Com a diminui¢do plasmatica da quantidade de testosterona, o hipotdlamo produz o
hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) e o libera na eminéncia mediana, sendo
conduzido a adeno-hipofise, que inicia a sintese e liberagdo dos hormonios foliculo-estimulante
(FSH), agindo nas células de Sertoli, € 0 hormonio luteinizante (LH) com agao sobre as células
de Leydig para estimulacdo da sintese e secrecdo de testosterona (Figura 4) (AIRES, 2008;
CHANDRA et al., 2010). Nos homens, a testosterona ¢ sintetizada principalmente nos
testiculos, sendo produzida também uma pequena quantidade de diidrotestosterona (DHT) e
estradiol (ANTUNES-RODRIGUES, et al., 2005). Nas mulheres, a produgao de testosterona
ocorre principalmente nas adrenais e nas células da teca através da conversdo da
androstenediona e da desidroepiandrosterona (DHEA) em testosterona (MELLON; GRIFFIN;
COMPAGNONE, 2001; NORMAN; LITWACK, 1997).
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Os hormdnios sexuais atuam por vias gendmicas e ndo genomicas. A a¢do genomica ¢&
mediada pela ligacdo das moléculas de testosterona aos seus receptores androgénicos (RA) e
estrogénicos (ERa e ERP) nucleares, funcionando como ligantes ativadores de fatores de
transcricdo. Ja os eventos nao gendmicos envolvem a indugdo de cascatas de segundos
mensageiros (CELEC; OSTATNIKOVA; HODOSY, 2015; MICHELS; HOPPE, 2008). O
mecanismo de acdo classico da testosterona se inicia apos a ligacdo do hormoénio ao receptor
citoplasmatico ou nuclear, formando o complexo hormonio-receptor; por sua vez o complexo
se liga ao elemento de resposta hormonal no Acido desoxirribonucleico (DNA), ativando a
transcri¢do de genes especificos e a formacao de RNA mensageiro (mRNA) (Figura 5). Deste
modo horas ou dias depois da entrada do hormonio na célula novas proteinas sdo sintetizadas,
e estas passam a ter controle sobre funcdes celulares (AHMADPOUR; GRANGE-MESSENT,
2021; LARSON, 2018; MHAOUTY-KODIJA, 2018).

A determinagdo para a diferenciacdo sexual nos mamiferos acontece através da
participagdo de varios genes que interagem entre si, como SRY e DAXI, localizados nos
cromossomos sexuais e autossomicos (DOMENICE, S. et al., 2002; SINCLAIR, A. H. et al.,
1990; VEITIA, R. A. et al.,, 2001). A atividade do gene SRY determina e estimula o
desenvolvimento dos testiculos e consequentemente das células de Leydig, aumentando assim
a producdo de testosterona no sexo masculino, se comparado ao sexo feminino (KOOPMAN,
P., etal. 1991). Esta diferencia¢do das gonadas em testiculos ou ovérios (determinagdo sexual),
¢ um processo dependente da produgdo da testosterona nos testiculos para homens, ja em
mulheres esse processo independe dos hormonios ovarianos. Deste modo a diferenciagao sexual
¢ gbnada-dependente para no sexo masculino (DOMENICE, S. et al., 2002). Para além do
controle da diferenciacdo sexual, a testosterona participa da maturacdo e diferenciacdo de
células do sistema nervoso (PURVES-TYSON et al., 2012). Outras fun¢des encefalicas
desempenhadas por este hormonio estdo relacionadas ao comportamento. Oscilagdes deste
hormonio geram efeitos sobre o sistema nervoso, levando a alteracdes de humor como

agressividade ou quadros depressivos (KUPPERS et al., 2001; NITKOWSKA et al., 2015).

Sao muitas as fungdes importantes que a testosterona exerce sobre o organismo como
aumento da massa muscular, metabolismo de gorduras, mineralizagdo Ossea, pelos,
desenvolvimento do sistema nervoso, fungdes cognitivas e de memoria, com fungdes e acdes
importantes em sistemas e tecidos ndo reprodutivos, atuando no controle da homeostase, no
desenvolvimento neural e comportamental, producdo de antioxidantes e de influéncias na

neurogénese (FANAEI et al., 2014; SPRITZER; ROY, 2020). Em adultos jovens, as
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concentragdes de testosterona variam com leve declinio gradual apds os 40 anos de idade
(SALONIA et al., 2019). Na senescéncia uma diminui¢cdo da concentracdo de testosterona ¢
evidenciada em percentual gradual em relacdo a idade (12, 20, 30 e 50% dos homens na faixa
dos 50, 60, 70 e 80 anos, respectivamente) (HARMAN et al., 2001). Com essa diminui¢ao
alguns prejuizos sdo evidentes como disfuncdo sexual, anemia, aumento da massa gorda, maior
propensao a osteoporose, alteragdes do humor, distirbios do sono, fadiga, depressdo, perda de
for¢a e tonus muscular, deficiéncia metabolica (CARTERI et al., 2019; JOSHI et al., 2010;
KELLY, D. M; JONES, T. H., 2015; NITKOWSKA et al., 2015; SIARNIK, P. et al. 2020;
SRINIVAS-SHANKAR et al., 2010; TRACZ et al., 2006; TRAVISON et al., 2008;).
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Figura 5: Mecanismo de acdo da testosterona. Interacdo hormdnio receptor, depois que o hormoénio se liga ao
receptor formando o complexo horménio-receptor, o complexo se liga entdo a o elemento de resposta hormonal

no DNA, essa a¢do ativa a transcricdo génica e a formacdo do mRNA. (Imagem adaptada de SILVERTHORN,
D., 2017).

2.5 TESTOSTERONA E DOENCA DE PARKINSON

No sistema nervoso a agao da testosterona ocorre através da ligagdo com receptores da
superfamilia dos receptores de transcricdo modulada por hormoénios. Esses receptores sdao

expressos em varias dareas do sistema nervoso, incluindo os neurdénios dopaminérgicos,
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mostrando que os andrégenos tém acdo direta sobre esse sistema. Em areas dopaminérgicas a
testosterona promove uma maior expressdo de genes para proteina tirosina hidroxilase (TH),
Catecol-o-metiltransferase (COMT), Monoamina oxidase A ¢ B (MAO-A ¢ MAO-B) ¢
receptores D1 e D2, assim como aumenta a expressao do transportador vesicular de monoamina
(VMAT-2) e dopamina (DAT) além de sinalizar o aumento da sintese de DA na SNpc, VTA e
nucleo accumbens (CHANDRA et al., 2010; ESPINOSA et al., 2016; PURVES-TYSON et al.,
2014).

Os androgenos parecem influenciar de forma direta sobre a fisiopatologia das doencas
neurodegenerativas como a DP, sendo o sexo masculino um fator de risco maior em relagdo ao
sexo feminino. A suscetibilidade ao surgimento da doenga, as diferengas entre o fenodtipo dos
sintomas, e a idade em relagdo ao inicio da patologia firmam a prevaléncia existente em relagao
a incidéncia sobre os sexos (BIANCHI et al., 2020; VEGETO et al., 2019. Os mecanismos
fisiopatologicos relacionados a essa prevaléncia dimoérfica presente na DP ainda nao sdo claros
e os achados na literatura sobre o assunto parecem controversos: contudo; ¢ evidente que os
hormonios sexuais influenciam diretamente sobre o dimorfismo relacionado a prevaléncia da

doenga (CUNNINGHAM; GIUFFRIDA; ROBERTS, 2009; HOLMES et al., 2013).

O envelhecimento ¢ um dos fatores de risco para o surgimento de doencas
neurodegenerativas e, com o avangar da idade, uma diminui¢do gradual da quantidade de
testosterona ¢ observada, principalmente em individuos do sexo masculino. Essa diminuicao
hormonal associada a idade pode sinalizar um aumento da vulnerabilidade a distarbios em
tecidos responsivos a androgenos (ADLIN, 2020; JAYARAMAN; LENT-SCHOCHET; PIKE,
2014; MORLEY, 2001). Uma diminui¢do ainda mais acentuada da quantidade plasmaticos de
testosterona ¢ observada em pacientes do sexo masculino (acima dos 60 anos) acometidos pela
DP quando comparados a individuos ndo parkinsonianos pareados por idade (BIANCHI et al.,
2020a; OKUN et al., 2014; SMITH; DAHODWALA, 2014). Em um relato de caso um jovem
de 27 anos foi diagnosticado com sindrome de Klinefelter e parkinsonismo, neste estudo os
autores relatam uma concentragdo baixa de testosterona se compara a individuos normais
(BACH et al., 2008). Deste modo, a presenca de receptores androgénicos no sistema nervoso
sugere que a terapia androgénica pode ser util no tratamento de doengas neurodegenerativas
como a DP (BIANCHI et al., 2020a). Os impactos causados pela diminui¢cao dos hormonios
sexuais podem exacerbar o risco da DP, assim como aumentar a gravidade dos sintomas em

homens que foram submetidos ao tratamento de privacdo de andrégenos no tratamento do
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cancer de prostata e que eram acometidos com a DP (ELSHAIKH; UNDERWOOD; SOTO,
2009; YOUNG et al., 2010).

Os androgenos parecem desempenhar fungdes distintas das convencionais em um
sistema biologico estressado. A agdo da testosterona sob perturbagdo neuronal ainda ¢ pouco
conhecida, com achados na literatura relatando efeitos antagonicos deste hormoénio (BIANCHI
et al., 2020a; BISPO et al., 2022; HOLMES et al., 2013). Entretanto, também ¢é possivel
encontrar na literatura a presenca de ambos os efeitos no mesmo experimento, sendo o grau de
estresse oxidativo o determinante para a a¢ao neuroprotetora ou neurotoxica da testosterona.
Holmes et al. (2013), utilizando células dopaminérgicas N27 in vitro, demonstraram que a
testosterona desempenha funcdes distintas nas células dopaminérgicas. Como resultado os
autores mostraram que, quando os niveis de estresse oxidativo sdo baixos, a testosterona atua
como neuroprotetora sobre essas células. Por outro lado, quando o estresse oxidativo esta
elevado, a testosterona acentua os danos sendo neurotoxica. Um resultado diferente foi relatado
por SON et al., (2016), eles demonstraram que a auséncia de testosterona tornou o cérebro
propenso a danos induzidos pelo estresse oxidativo, especialmente sob condigdes estressoras,

sendo a testosterona neuroprotetora contra danos oxidativos cerebrais (SON et al., 2016).

A controvérsia em relacdo aos achados principalmente em humanos pode ser atrelada a
alguns fatores que fogem do controle cientifico como, por exemplo, a adesdo ao tratamento
com a testosterona, ou diferengas no éster utilizado em relagdo a reposi¢do hormonal, a via de
administracao, os diferentes estagios da doenga em relacdo a cada paciente e até mesmo a
populagdo amostral. Portanto mais, estudos sao necessarios para uma melhor compressao dos
efeitos de uma TRT sobre os sintomas caracteristicos da DP. Para tanto a utilizacdo de modelos
animais torna-se uma ferramenta imprescindivel para estudos como este, sendo possivel a
padronizagdo em relagdo a idade dos animais, tempo de indu¢ao do modelo de parkinsonismo,
assim como, os ésteres de testosterona a serem administrados e administragdo da droga

previamente periodizada e padronizada.

2.6 MODELOS ANIMAIS DE INDUCAO AO PARKINSONISMO

A complexidade relacionada as manifestagdes patoldgicas da DP, ainda nao ¢ totalmente
compreendida, sendo uma doenca multifatorial e etiologicamente indefinida, em que a

dificuldade para identificacdo da doenga principalmente em estagios iniciais se torna um fator
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agravante, dificultando a busca por estratégias terapéuticas que sejam capazes de atrasar ou
controlar a progressao da doenga. Diante desta necessidade, um melhor entendimento sobre
caracteristicas fisiopatoldgicas da doenca se torna imprescindivel. Neste sentido modelos
animais sao a melhor maneira para estudar e identificar essas caracteristicas e possiveis alvos
terapéuticos. No entanto, ¢ dificil estabelecer um Unico modelo que seja totalmente capaz de
demonstrar todas as caracteristicas da doenca, havendo a necessidade de uma grande
diversidade de modelos para representar os diferentes sintomas e identificar os possiveis alvos

para um tratamento.

Os modelos animais da DP s3o baseados em alteragdes genéticas (DUFFY et al., 2018)
ou por indugdo de caracteristicas pela agdo de fArmacos e/ou neurotoxinas, como haloperidol,
lipopolissacarideo, RES, agrotdxicos (rotenona e paraquat/maneb), 6-hydroxydopamine (6-
OHDA) e 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP) (FERNANDES et al.,, 2012;
FRANCO-IBORRA etal., 2018; HERRERA-MEZA et al., 2014; LEAL et al., 2019; O’NEILL
et al.,, 2020; PARK et al., 2018; SANTOS et al., 2013). Os modelos genéticos conseguem
mimetizar bem os mecanismos fisiopatoldgicos da DP, mas eles sao pouco utilizados por nao
apresentarem as caracteristicas comportamentais relacionadas aos humanos. J4 os modelos
induzidos por fArmacos ou neurotoxinas sdo os mais utilizados e estudados pela capacidade de
representacdo de uma maior precisdo em relacdo a deple¢do dos neuroénios dopaminérgicos na
via nigroestriatal, assim como o aparecimento de déficits motores como na DP em humanos

(BLESA; PRZEDBORSKI, 2014).

Podemos citar trés dos principais modelos para a indugdo do parkinsonismo, 6-OHDA,
MPTP e o modelo da RES. No modelo de parkinsonismo induzido por 6-OHDA, faz-se
necessaria injecao direta nos nucleos dopaminérgicos (SNpc, feixe prosencefalico medial e
estriado), sendo incapaz de atravessar a barreira hematoencefalica. Sua capacidade
neurodegenerativa dose-dependente induz o parkinsonismo de 12 horas a 3 semanas (BOIX;
VON HIEBER; CONNOR, 2018; RYAN; BAIR-MARSHALL; NELSON, 2018). Uma das
vantagens deste modelo ¢ a rapida indug@o ao parkinsonismo pelo comprometimento acentuado
e seletivo de neurdnios dopaminérgicos em curto prazo (SOTO-OTERO et al., 2000). Por outro
lado, este modelo ndo induz uma morte neural progressiva, semelhante a doenga em humanos,
bem como ndo apresenta caracteristicas relacionadas aos agregados de a-sin, que leva ao
surgimento de corpo de Lewy (POEWE et al., 2017). Criticas sdo feitas a este modelo em
relagdo a disfungdo motora provocada pela lesao unilateral causada pela toxina. Um padrao

rotacional € observado, resultando em uma caracteristica motora distante dos distarbios
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provocados pela doenca em humanos (LI et al., 2018; RYAN; BAIR-MARSHALL; NELSON,
2018; WILSON et al., 2018). Disfungdes gliais, mecanismos oxidantes e pro-inflamatdrios, sao
possiveis de serem estudados através da indugdo por esse modelo (BOIX; VON HIEBER;
CONNOR, 2018; PARK et al., 2018; RYAN; BAIR-MARSHALL; NELSON, 2018).

O modelo de parkinsonismo induzido por MPTP se deu por achados observacionais em
usuarios de drogas, através da administragdo intravenosa de heroina contaminada por MPTP.
Em pouco tempo estes usuarios desenvolveram sintomas relacionados a doenca, causados pela
morte de neurdnios dopaminérgicos (LANGSTON et al.,1983). Desde entdo a utilizagdo do
MPTP, com finalidade de indugdo do parkinsonismo tornou-se cada vez mais frequente,
principalmente em camundongos e primatas ndo humanos. Sua administra¢do pode ser feita por
diversas vias, intramuscular, subcutanea e intraperitoneal, por exemplo, pela sua caracteristica
lipofilica (HUANG et al.,, 2018; PHILIPPENS et al., 2019). A agdo parkinsoniana da
administragdo de MPTP no cérebro ¢ uma resultante da captura pela micréglia e posterior
conversao do MPTP pela enzima monoamina oxidase B (MAO-B) em I1-metil-4fenil-2,3-
dihidropiridinio, seguido por oxida¢do gerando a toxina ativa 1-metil-4fenilpiridinio (MPP™"),
que por sua vez ¢ carreada para o interior dos neurdnios dopaminérgicos pelo transportador de
dopamina (DAT). Uma vez no interior da célula o MPP" inibe processos mitocondriais, levando

a morte neural (BASTIOLI et al., 2019; FRANCO-IBORRA et al., 2018; LEAL et al., 2016).

Semelhante ao modelo da 6-OHDA, o MPTP induz uma morte de neuronios
dopaminérgicos, assim como uma reducdo da DA no estriado, consequentemente ocorrendo o
aparecimento de déficits motores, que sdo causados poucas horas apds a administracdo da
toxina, dose dependente. Estes déficits podem desaparecer dias ap6s a administra¢ao aguda do
MPTP, sendo assim um modelo agudo de indu¢do do parkinsonismo, impossibilitando a
progressividade das caracteristicas dos sintomas motores na DP (VIDYADHARA et al., 2017).
A alta toxicidade da droga torna uma desvantagem no modelo, tanto para os animais quanto
para os experimentadores, causando danos severos especificamente na via dopaminérgica

(DUTY; JENNER, 2011).

O modelo de parkinsonismo induzido por RES foi um dos primeiros modelos a
mimetizar as caracteristicas da DP. A RES ¢ um alcaloide extraido da raiz da Rauwofia
serpentina, utilizada como farmaco na década de 50 para o tratamento em hipertensos
(MCQUEEN; DOYLE; SMIRK, 1954). Laquerriere e colaboradores (1957) demonstraram que

a administra¢ao de RES leva a uma diminuicao dos niveis de DA, causando uma diminuigao
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do controle dos movimentos. Em resumo, os autores observaram que os danos causados pela
RES eram revertidos apos administragao de L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), precursor
da DA, possibilitando a identificagdo do papel da deplegao da DA no surgimento dos sintomas
da DP (LAQUERRIERE et al., 1957). Com esses achados, estudos posteriores foram capazes
de demonstrar que o tratamento com L-DOPA ¢é capaz de controlar os sintomas de pacientes

com a DP (FAHN, 2015).

A acdo da RES no sistema nervoso ocorre pelo bloqueio irreversivel da proteina
transportadora de monoaminas vesiculares 1 ¢ 2 (VMAT 1, e 2) com esse bloqueio
inviabilizando a recaptagdo das monoaminas (dopamina, serotonina e noradrenalina), e por
consequéncia o impedimento do envesiculamento destes neurotransmissores (Figura 6)
(ERICKSON; EIDEN; HOFFMAN, 1992; GUPTA et al., 2021; LEAL et al., 2016, 2019;
YAMAMOTO et al., 2007). Como consequéncia induz o aumento das monoaminas livres no
citoplasma neuronal, levando a metabolizagdo e geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
e quinonas reativas, provocando estresse oxidativo e dano celular (LEAO et al., 2017). Deste
modo, por ser capaz de afetar os trés tipos celulares produtores de monoaminas, assim como
provocar o acumulo da proteina a-sin (que por sua vez contribui para o dano e consequente
morte celular), o modelo de parkinsonismo induzido por RES torna-se imprescindivel para a
utilizag¢do de estudos relacionados ao tema, uma vez que este modelo ¢ capaz de mimetizar as
caracteristicas sintomatoldgicas e neuroquimicas da DP (BISPO et al., 2022; FERNANDES et
al., 2012; LEAL et al., 2016, 2019; LEAO et al., 2017; LEE et al., 2015; LINS et al., 2018;
SANTOS et al., 2013).



21

Neurdnios monoaminérgicos

@ s-oHDA

RESERPINA

VMAT-1e 2

©___,MONOAMINAS

Figura 6: Representacdo esquematica do mecanismo de acdo das principais neurotoxinas utilizadas no
modelo de inducfo ao parkinsonismo. A 6-OHDA atua em neurdnios dopaminérgicos e noradrenérgicos, sendo
transportada para o interior celular através das proteinas DAT e transportador de noradrenalina (NAT), uma vez
no citoplasma, age bloqueando o complexo 1 da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial. O MPTP ¢
convertido em MPP* pela microglia, sendo carreado para os neurénios dopaminérgicos através da DAT
bloqueando a cadeia transportadora de elétrons. A Reserpina atua em todos os neurénios monoaminérgicos,
bloqueando VMAT 1 e 2, resultando no aumento de monoaminas nos terminais axonais, que sao oxidadas pela
MADO levando ao acimulo de ROS. DAT: Transportador de dopamina; ROS: (Reactive oxygen species) Espécies
reativas de oxigénio; MAO: Monoamina oxidase; NAT: Transportador de noradrenalina; SERT: Transportador de

serotonina; VMAT: Transportador vesicular de monoaminas. Imagem adaptada de LEAL et al. (2016).

Como mencionado, existem varias estratégias para inducdo do modelo da DP, sendo a
grande maioria modelos de inducdo aguda (BOIX; VON HIEBER; CONNOR, 2018;
PHILIPPENS et al., 2019; RYAN; BAIR-MARSHALL; NELSON, 2018; VIDYADHARA et
al., 2017). Neste sentido a importancia pela padronizagdo de um modelo que mimetiza os
sintomas motores ¢ ndo motores de modo progressivo tornaram-se imprescindiveis. A
administracdo de baixas doses de RES (0,1 mg/kg) de modo repetido foi capaz de mimetizar
sintomas motores, acompanhados de uma reducdo para imunorreatividade para tirosina
hidroxilase (TH) no estriado € SNpc, e nos sintomas nao motores, como déficit de memoria de
curto prazo em animais, de modo semelhantes aos sintomas caracteristicos que acometem

pacientes parkinsonianos (DOS SANTOS et al., 2021; FERNANDES et al., 2012; LEAL et al.,
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2016; SANTOS et al., 2013). Diante do proposto para o presente estudo, o modelo de
parkinsonismo induzido por RES ¢ o modelo mais apropriado para poder responder os objetivos
propostos aqui, existindo a necessidade de mimetizar a natureza progressiva da DP, frente as

observagoes relacionadas a administragcdo prévia de propionato de testosterona.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar se o tratamento cronico com o propionato de testosterona ¢ capaz de
proporcionar neuroprotecdo em um modelo de parkinsonismo induzido por RES em

ratos 1dosos.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos do propionato de testosterona sobre os déficits motores de animais

idosos submetidos ao modelo experimental de parkinsonismo induzido por RES;

e Verificar os efeitos do Propionato de testosterona sobre a via dopaminérgica

nigroestriatal de ratos idosos induzidos a parkinsonismo.
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4. MATERIAL E METODO
4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 26 animais machos da linhagem Wistar, pesando em média 500 g,
entre 18 a 24 meses de idade, provenientes do biotério setorial do Departamento de Fisiologia
da Universidade Federal do Sergipe (UFS). Os animais foram mantidos no biotério alojados em
gaiolas plasticas (33 x 40 x 17 cm), com no maximo quatro animais por gaiola. Os animais
foram mantidos sob ventilacdo e temperatura controladas (22+ 2°C), com ciclo claro/escuro de
12h/12h e acesso ad libitum a agua e comida. Os animais utilizados neste estudo foram tratados
de acordo com os principios éticos estabelecidos pela lei brasileira para o uso de animais em
pesquisas n° 11.794/08, de 8 de outubro de 2008 (Lei Arouca). Todos os procedimentos
experimentais foram analisados e previamente aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal da UFS (CEPA/UFS) sob o protocolo de n® 37/2017 (Anexo I). Todos os esfor¢os foram

realizados para minimizar o nimero de animais usados e o sofrimento dos mesmos.
4.2 DROGAS

Foram utilizadas as seguintes drogas: RES (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO); Acido
acético glacial (Vetec, Rio de Janeiro, BR) 99,7% (50 pL); Cloridrato de cetamina (Ketamina®,
Agener Unido); Cloridrato de xilazina (Calmiun®, Agener Unido). Propionato de testosterona

(Androgenol®, Hertape Calier) e 6leo de canola.

4.3 PROCEDIMENTOS GERAIS

Os animais foram submetidos a um periodo de 5 minutos de manipulacdo diariamente,
durante cinco dias antes do inicio dos experimentos. O propdsito deste procedimento foi
habituar os animais ao toque e a presenga do experimentador. Todos os experimentos foram
realizados, preferencialmente, no mesmo horario (8:00 — 12:00 am) e os animais foram
observados alternadamente entre os grupos. Entre as sessdes comportamentais para diminuir as
pistas e rastros de cheiro deixadas pelos animais, os aparatos foram limpos com uma solugdo
de etanol a 10% ao término de cada sessdo. Os pardmetros comportamentais do teste de campo
aberto foram quantificados com o auxilio do software de rastreamento de animais (Anymaze,

Stoelting, USA).
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A realizagdo das dilui¢des das drogas ocorreu da seguinte maneira: 5 mg de RES (Sigma
Chemical Co. St. Louis, MO) foi dissolvida em 50 pL de acido acético glacial 99,7% (Vetec,
Rio de Janeiro, BR) e em seguida adicionada agua destilada (50 mL). A solug¢do controle
consiste no mesmo volume de acido acético e agua destilada como na solugdo de RES (LEAL
et al., 2016, 2019; LEAO et al., 2017; SANTOS et al., 2013). O PT foi diluido em 6leo de
canola para as concentragdes de 1 e 5 mg/mL, sendo o veiculo foi o proprio 6leo de canola

(BISPO et al., 2022).

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos: (1) CTRL, grupo controle
(n = 6), tratado com veiculo da reserpina e veiculo do PT; (2) RES, grupo reserpina (n =7); (3)
RES+1PT, grupo reserpina mais PT 1 mg/kg (n = 7); e (4) RES+5PT, grupo reserpina mais PT
5 mg/kg (n = 6). Ap6s o periodo de manipulagdo, os animais foram tratados previamente com
PT (1 mgkg ou 5 mg/kg) ou veiculo do PT, durante trinta dias diariamente por via

intramuscular (BISPO et al., 2022).

Apo6s a administragdo das 30 injegdes de PT, uma a cada 24 horas, iniciou-se a indugao
do modelo de parkinsonismo induzido por RES. Os animais receberam 15 inje¢des por via
subcutanea de RES ou veiculo da RES, uma a cada 48 horas, concomitante a mais 30
administragcdes de PT (1 ou 5 mg/kg) ou veiculo do PT diariamente (BISPO et al., 2022;
SANTOS et al., 2013). Ao longo do experimento, os animais foram submetidos aos testes
comportamentais de catalepsia, realizada a cada 48 horas, tendo inicio no dia 30 do
experimento, paralelamente ao inicio da indu¢do do modelo de parkinsonismo induzido por
RES, seguindo ao longo de todo experimento. O peso corporal dos animais foi aferido a cada
96 horas. Os testes de movimentos orais (MO) foram realizados no 42°, 50° e 60° dia do
experimento. O teste de campo aberto foi realizado no 60° dia, apds a 15 inje¢do de RES ou
seu veiculo, e ap6s a 60* administragdo de PT ou o seu veiculo. No 60° dia (24 horas apos a
ultima injecdo de PT), os animais foram anestesiados e perfundidos transcardiacamente para
fixacdo e coleta dos encéfalos e posterior processamento dos tecidos a serem submetidos a

imuno-histoquimica para TH (Figura 7).
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Figura 7: Representacdo esquematica do delineamento experimental. O experimento foi realizado em um
periodo de 60 dias, neste periodo os animais receberam 30 administragdes de PT ou seu veiculo, durante os
primeiros 30 dias. A partir do 30° dia os animais foram submetidos ao modelo de parkinsonismo induzido por
RES. Foram administradas 15 inje¢des de reserpina e mais 30 injegdes de propionato de testosterona (totalizando

60 administragdes de PT).

4.5 AFERICAO DA MASSA CORPORAL

Ao longo do experimento, os animais tendem a sofrer variagdes em relagdo ao peso
corporal, para o acompanhamento dessas variagdes, o peso dos animais foi aferido a cada 4
dias. Utilizamos uma balanga portatil. Para avaliagdao da variagao corporal foi utilizada a

formula P = [(P{/P1) -1) x 100], onde P (peso), Pf (peso final), Pi (peso inicial).

4.6 TESTES COMPORTAMENTAIS
4.6.1 TESTE DE CATALEPSIA

A diminui¢cdo ou mesmo a auséncia de movimento acompanhada de rigidez muscular
que sdo induzidos pela deplecdo de DA no estriado caracterizam um estado comportamental
denominada catalepsia (GERLACH; RIEDERER, 1996). Este teste consiste em avaliar a
atividade motora em modelos animais, sendo o periodo de laténcia para o inicio do movimento
o principal fator a ser avaliado. Os animais foram expostos ao aparato a cada 48h, sendo ele
uma plataforma contendo uma barra horizontal metalica, com elevacdo de 9 centimetros em
relagdo a superficie de apoio das patas traseiras. Foi observado e quantificado o tempo em

segundo referente a laténcia para o animal realizar um movimento completo de retirada das
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patas dianteiras da barra. Foram realizadas trés repeticdes com duragdo maxima de 180
segundos com uma média do tempo de permanéncia para cada animal sendo contabilizada por

dia (Figura 8) (BISPO et al., 2022; LEAL et al., 2019; SANTOS et al., 2013).

Figura 8: Imagem ilustrativa do teste de catalepsia. Fonte: LaNCE.

4.6.2 ATIVIDADE GERAL EM CAMPO ABERTO

Para a avaliagdo da atividade locomotora e exploratéria dos animais, o comportamento
em campo aberto ¢ amplamente utilizado para observacao destes parametros (BISPO et al.,
2022; LEAL et al., 2019; SANTOS et al., 2013). O aparato de campo aberto consiste em uma
arena circular medindo 80 cm de didmetro por 60 cm de altura, com seu interior pintado de
preto a fim de aumentar o contraste, favorecendo a identificacdo do animal (Figura 9). Os
animais foram expostos ao aparato no 60° dia do experimento. Individualmente, cada animal
foi colocado no centro da arena para livre exploragdo durante 5 minutos, com toda a sessao
sendo filmada por uma camera posicionada sobre o aparato a uma altura de 230 cm. As imagens
capturadas foram processadas com o auxilio do software de rastreamento animal (Anymaze,
Stoelting, Wood Dale, IL, USA), para mensuracdo dos parametros comportamentais de

distancia percorrida e tempo de permanéncia no centro do aparato.
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Figura 9: Ilustracio do teste de campo aberto. Fonte: LaNCE.

4.6.3 AVALIACAO DOS MOVIMENTOS ORAIS

Neste teste podemos observar e avaliar os movimentos involuntarios na regido oral dos
animais. Os animais foram colocados em uma gaiola (40 cm x 20 cm) com boa visibilidade
para o experimentador poder observa-los. Espelhos foram posicionados abaixo e atras da gaiola,
com o intuito de permitir uma melhor observacao dos animais em detrimento de qualquer
posi¢do em que o animal se encontre (Figura 10). Neste teste foram avaliados o niimero de
movimentos de mastigacdo no vacuo (rdpido movimento da mandibula, semelhante ao
movimento de mastigacdo), nimero de ocorréncias de movimentos de protrusdo de lingua
(considerado quando o animal projeta a lingua para fora da cavidade oral) e o tempo em
segundos de tremor oral. Os animais foram submetidos as avaliagdes orais no 42°, 50° e 60° dia

de experimento. Os parametros foram quantificados durante um periodo de 10 minutos por
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animal (durante o periodo de grooming, ou seja, periodo de limpeza do animal, os movimentos
ndo foram considerados) (FERNANDES et al., 2012; LEAL et al., 2016; LEAO et al., 2017;
LINS et al., 2018 SANTOS et al., 2013).
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Figura 10: Ilustracio do teste de Movimentos orais. Fonte: LaNCE.

4.7 PERFUSAO DOS ANIMAIS E PROCESSAMENTO DO CEREBRO

Apos o término de todos os testes comportamentais no 30° dia, os animais foram
anestesiados com cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg) por
via intraperitoneal. Apos a completa anestesia do animal um acesso na cavidade toracica foi
realizado. Com a cavidade abdominal exposta foi feita uma incisdo no diafragma para a

exposicao do coragdo. Em seguida os animais foram perfundidos intracardiamente com tampao
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fosfato monobasico e dibésico salino (TFS), para lavagem dos vasos sanguineos, por 10
minutos, seguido de paraformaldeido 4% (PFA) em tampao fosfato (TF) (TF; pH 7,4; 100 nM),
por 20 minutos, para fixagao dos tecidos. Apds a perfusdo, os cérebros foram removidos e
mergulhados em uma solugdo de fixagdo contendo sacarose 30% e refrigerados a 4°C. As
carcagas foram depositadas em sacos plasticos apropriados e armazenadas em freezers de coleta
de material bioldgico no biotério do Departamento de Fisiologia da UFS, para posterior
recolhimento durante a coleta de lixo especializado. Os residuos perfurocortantes foram
armazenados em caixas adequadas e levados até o hospital universitario para descarte junto ao

material do hospital.

Os encéfalos foram submetidos a cortes histologicos em criostato a -20°C para obtengdo
de secgdes frontais de 50 um (micrometros), que foram distribuidas sequencialmente em 4
compartimentos, em um meio liquido contendo tampao fosfato 0,1M, pH 7,4. Cada um desses
compartimentos correspondeu a 1 de 4 sec¢des, de maneira que a distdncia entre uma secgdo e
a seguinte fosse de aproximadamente 200 pm. Estes cortes foram armazenados em uma solucao
anticongelante a base de etilenoglicol e tampao fosfato e, posteriormente, conservados a 4°C

até as reagoes de imuno-histoquimica.

4.8 IMUNOHISTOQUIMICA PARA TIROSINA HIDROXILASE (TH)

Os cortes dos tecidos foram submetidos a técnica de imuno-histoquimica a temperatura
ambiente (22-25°C). Os tecidos foram lavados em TF 0,1 M (4 vezes de 5 minutos, sob agitagao
automatica), e em seguida ocorreu o pré-tratamento com perdxido de hidrogénio (H202) 0,3%
e TF por 20 minutos, para inativacdo da peroxidase endogena. Em seguida, os tecidos foram
lavados em leite desnatado 5% e TF durante 15 minutos, para evitar ligagdes inespecificas do
anticorpo primario. Ao retira-los do leite foram lavados em TF por 5 minutos, em seguida
incubados em anticorpo primario produzido em coelho, monoclonal anti-TH (#AB152
Millipore/Sigma, EUA, 1:5000), diluido em TF contendo Triton-X 100 a 0,4% (ICN
Biomedicals) e soro normal de cabra (Sigma Chemical Company) a 2% durante 24 horas (22
°C). Em seguida, os tecidos foram incubados em anticorpo secundario biotinilado anti-coelho
(sc2004 Santa Cruz Biotechnology, EUA, 1:1000), diluido em TF contendo Triton- X 100 a
0,4%, por 2 horas. Ap6s a incubacdo em anticorpo secundario, as sec¢des foram mais uma vez

lavadas em TF e incubadas durante 2 horas no complexo avidina biotina (ABC — avidin biotin
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complex, Elite kit, Vector Labs, Burlingame, EUA). Para revelagdo, os tecidos foram colocados
em contato com o cromogeno diaminobenzidina (DAB) (Sigma, St Louis, MO, EUA) a 2,5%
diluida em TF (0,1 M/pH 7,4) ¢ 0,01% de H202.

As secgdes foram montadas em laminas previamente gelatinizadas, e, em seguida, foram
desidratadas através da exposi¢do a concentracdes crescentes de alcoois, clareadas com xilol e
as laminulas fixadas com Entellan (Merck). As sec¢des foram examinadas por iluminacao de
campo claro (Nikon Eclipse Ci-S) e as imagens capturadas utilizando-se uma camera digital
(Nikon, Ds-filc) acoplada ao microscopio e as localizagdes das areas foram determinadas

usando o atlas Paxinos ¢ Watson (2007).

4.9 AQUISICAO DE IMAGENS E CONTAGEM DE CELULAS

As laminas foram fotografadas em um microscopio optico (Nikon Eclipse Ci-S, Nikon
Corporation inc., Japan), com camera fotografica digital acoplada (Ds-filc, Nikon Corporation
Inc., Japan) e programa de computador especifico para essa finalidade (Ds-U3, Labconco
Corporation inc., USA). Para cada animal analisado, foram feitas imagens dos cortes, em
aumento de 10x, nas quais foi possivel ver em detalhes a presenga ou auséncia de células
imunorreativas nos tecidos. A contagem de células foi realizada em 4 sec¢oes de cada animal e
o numero de células para cada um deles corresponde a média entre as 4 sec¢des analisadas. A
area analisada foi a SNpc. Todas as células imunorreativas a TH da éarea de interesse foram
contadas usando o software Image J (versdo 1.46i, NIH) e a delimitagdo da 4rea foi realizada
com base no atlas de Paxinos e Watson (2007). Todas as contagens foram realizadas de forma
“cega”, em que o experimentador ndo soube a que grupo pertencia cada imagem a ser contada.
Os valores para cada animal foram normalizados pela média dos valores obtidos nos animais

pertencentes ao grupo controle de cada etapa.

4.10 DENSIDADE OPTICA — (DO)

Para a analise da DO as imagens foram obtidas utilizando um microscopio 6ptico (Nikon
Eclipse Ci-S, Nikon Corporation inc., Japan) submetidas a uma mesma intensidade de luz, sem
passar por qualquer modificagdo de brilho e contraste. As imagens foram adquiridas com

auxilio de uma camera fotografica digital acoplada ao microscépio (Ds-filc, Nikon Corporation
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Inc., Japan) e com software de computador especifico para essa finalidade (Ds-U3, Labconco
Corporation inc., USA). Para a analise da DOR as imagens foram obtidas em um mesmo
momento, submetidas a uma mesma intensidade de luz, sem passar por qualquer modificagao
de brilho e contraste, uma vez que os valores em pixels encontrados em cada imagem
correspondem a uma intensidade maior ou menor de marcagdo de determinada substancia no
tecido analisado. Cada animal foi representado por 4 imagens consecutivas para cada area. Na
mesma imagem também foi selecionado um campo de igual tamanho em uma area controle,
com pouca ou quase nenhuma marcagao de TH no tecido. O nimero médio de pixels calculados
nos trés 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.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e apresentaram
distribuicdo normal para todas as variaveis, entdo foram aplicados testes paramétricos
apropriados. Os dados comportamentais do teste de catalepsia e peso corporal foram
submetidos a anélise de variancia (ANOVA) de duas vias de medidas repetidas, seguida do pos-
teste de Fisher. Para a andlise do teste de campo aberto (distdncia percorrida e rearing),
movimentos orais (MO), nimero de células na SNpc e densidade Optica relativa, os dados foram
submetidos a ANOVA de uma via, seguida do pds-teste de Fisher. Os dados foram expressos
em média = erro padrao da média (= E.P.M.) e nivel de significancia de p < 0,05 para diferengas
estatisticamente significativas. Para realizacdo das analises foram utilizados o Graphpad Prism

8.0.
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5. RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA MASSA CORPORAL

Os dados foram analisados a partir de uma ANOV A de duas vias com medidas repetidas
investigando o efeito fixo dos grupos e do tempo, bem como intera¢do entre ambos. Como
resultado a ANOVA mostrou efeito significativo para o tempo (dias de tratamento) [F (8, 189)
=20,39; P<0,001], tratamento (grupos experimentais) [F (3, 189)=23,61; P<0,001] e interagao
tempo x tratamento [F (24, 189) = 2,747; P<0,001] para o grupo tratado com PT e que recebeu
reserpina. O pés-teste de Fisher LSD indicou uma interagdo significativa da massa corporal do
grupo RES, a partir do 46° dia (8" injegdo de RES), quando comparado aos grupos CTRL (*%p
=0,001; >*p = <0,001; >*p = 0,004; ®p =<0,001), RES+1PT (*°p = 0,002; *p = 0,001; 3% %p =
<0,001) e quando comparado ao grupo RES+5PT (**p = 0,014; >%p = 0,004; >*p = <0,001; >¥p =
0,005; ®p = <0,001). (Figura 11).
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Figura 11: Efeito da administracio cronica de PT (1 mg/kg ou 5 mg/kg) na massa corporal de ratos idosos
submetidos a0 modelo de parkinsonismo induzido por reserpina (0,1 mg/kg). Variagdo percentual da massa
corporal dos animais durante a indu¢ao do modelo de RES. Os valores sdo expressos como média + E.P.M. *p <
0,05 quando comparado aos seus respectivos controles. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida
pelo pos-teste de Fisher LSD. CTRL = controle; RES = reserpina; RES+1PT = reserpina-PT 1 mg/kg; RES+5PT
= reserpina-PT 5 mg/kg.
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5.2 COMPORTAMENTO DE CATALEPSIA

A ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou efeito significativo de tempo
(dias de tratamento) [F (15, 348) = 18,27; p <0,001], assim como para o tratamento [F (3, 348)
=42,8; p<0,001] e interagdo tempo x tratamento [F (45, 348) =2,831; p <0,001]. O pds-teste
de Fisher LSD revelou aumento significativo no tempo de catalepsia do grupo RES a partir do
42° dia (48 horas ap6s a 6 injecio de RES) quando comparado ao grupo CTRL (**p = 0,023;
#p =0,009; “p = 0,003; *¥p = 0,001; 5% 52 34 36.58. 605 — <0 001), assim como um aumento no
tempo de catalepsia a partir do 42° dia (48 horas apos a 6 injecdo de RES), quando comparado
ao grupo RES+1PT (**p = 0,032; *p = 0,026; “°p = 0,031; **p = 0,009; *°p = 0,026; >’p = 0,002;
4p = 0,011; % = 0,006; *%p = 0,007; °p = 0,002). Um aumento significativo do tempo de
catalepsia também foi observado no grupo RES+5PT entre os dias 44 a 48 (48 horas apds as 7,
8 e 9 inje¢do de RES) quando comparado com o grupo RES (**p = 0,027; “p = 0,013; *3p =
0,001) com diferencas significativas sendo abolidas apds o 50° dia. Diferengas significativas
também foram apontadas pelo pos-teste de Fisher LSD para o grupo RES+5PT, a partir do 52°
dia, quando comparado com o grupo RES+IPT (*?p = 0,014; >*p = 0,006; **p = 0,008; >*p =
0,007; %°p = <0,001). O grupo RES+1PT reduziu o tempo de catalepsia em relagio ao grupo
RES (Figura 12).
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Figura 12: Efeito da administracio cronica de PT (1 mg/kg ou 5 mg/kg) em ratos idosos submetidos ao
modelo de parkinsonismo induzido por RES no comportamento de catalepsia. Os valores foram expressos
como média + E. P. M. *p < 0,05 quando comparado CTRL x RES; #p < 0,05 quando comparado RES+1TP x
RES; @p < 0,05 quando comparado RES+5TP x RES; ?p < 0,05 quando comparado RES+5PT x CTRL; °p < 0,05
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quando comparado RES+5TP x RES+1PT. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida pelo pos-teste
de Fisher LSD. CTRL = controle; RES = reserpina; RES+1PT = reserpina-PT 1 mg/kg; RES+5PT = reserpina-PT
5 mg/kg.

5.3. ATIVIDADE GERAL EM CAMPO ABERTO

A ANOVA de uma via indicou efeito do tratamento na distancia percorrida [F (3, 22) =
9,871; p=0,003]. O pos-teste de Ficher LSD revelou uma redugao significativa no parametro de
distancia percorrida dos grupos RES, RES+1PT e RES+5PT quando comparados ao grupo
CTRL (p = 0,003), (p = <0,001) e (p = 0,006) respectivamente (Figura 13A). Para o
comportamento de reaging, a ANOVA de uma via mostrou efeito do tratamento no nimero de
eventos [F (3, 22) = 11,66; p<0,001]. O pos-teste de Ficher LSD revelou que os grupos RES,
RES+IPT e RES+5PT demonstraram uma diminui¢ao significativa no parametro de reaging
quando comparados ao grupo CTRL (p =<0,001), (p =<0,001) e (p = 0,002) respectivamente.
O tratamento com reserpina mostrou reducao no parametro de distancia percorrida, para todos
os grupos, quando comparado ao controle. Nenhuma das doses de PT estudadas foi capaz de

reduzir os danos provocados pela RES no comportamento de rearing (Figura 13B).
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Figura 13: Efeito da administragdo cronica de PT (1 mg/kg ou 5 mg/kg) no teste de campo aberto em ratos
idosos submetidos ao modelo de parkinsonismo induzido por reserpina (0,1 mg/kg). (A) Comportamento
exploratorio de distancia total percorrida. (B) Comportamento de rearing. Os valores sdo expressos como média
+ E.P.M. *p < 0,05 quando comparado ao grupo controle. (ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Fisher
LSD). CTRL = controle; RES = reserpina; RES+1PT =reserpina-PT 1 mg/kg; RES+5PT = reserpina-PT 5 mg/kg.

5.4 AVALIACAO DOS MOVIMENTOS ORAIS (MO)

A ANOVA de uma via mostrou efeito do tratamento para a mastiga¢ao no vacuo no 50°

e 60° dia [F (3, 22) = 3,678; p=0,027] e [F (3, 22) = 6,566; p=0,002] respectivamente. O pOs-
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teste de Fisher LSD revelou um aumento do nimero de mastigacdo no vacuo do grupo RES
quando comparado ao grupo RES+5PT no 42° dia (p= 0,038), assim como um aumento da
mastiga¢ao no vacuo dos grupos RES e RES+1PT quando comparados ao grupo controle no
50°dia (p =0,012) e (p = 0,013); no 60° dia também foi observado um aumento no nimero de
episodios de mastigagdo no vacuo para os grupos RES e RES+5PT quando comparado ao grupo
CTRL (p=0,041) e (p = 0,027), assim como um aumento as repeticdes de mastigacao no vacuo
dos grupos RES e RES+5PT quando comparados ao grupo RES+1PT (p =0,032) e (p = 0,049)
respectivamente (Figura 14A). No parametro de protusao de lingua, a ANOVA de uma via
mostrou efeito do tratamento no 42° e 50° dia [F (3, 22) = 3,94; p=0,0216] e [F (3, 22) = 6,053;
p=0,003]. O pds-teste de Fisher LSD revelou um aumento no nlimero de repetigdes para o grupo
RES quando comparado aos grupos CTRL e RES+1PT (p = 0,003) e (p = 0,027), no 42° dia e
um aumento no numero de repeticdoes no 50° dia para os grupos RES, RES+1PT ¢ RES+5PT
quando comparados ao grupo CTRL (p = 0,005), (p =0,027) e (p = 0,007) respectivamente. No
60° dia houve um aumento das repeti¢cdes para os grupos RES e RES+5 quando comparados ao
grupo CTRL (p =0,038) e (p = 0,042) (Figura 14B). Em relacao ao tremor oral, a ANOVA de
uma via mostrou efeito do tratamento no 50° dia [F (3, 22) = 18,37; p<0,001] e no 60° dia [F
(3, 22) = 6,265; p = 0,003]. O pos-teste de Fisher LSD revelou um aumento significativo no
tempo de tremor oral nos grupos RES, RES+1PT e RES+5PT quando comparados ao grupo
CTRL (p =<0,001), (p =<0,001) e (p = 0,011) respectivamente, assim como aumento do grupo
RES+1PT, quando comparado aos grupos RES (p = 0,043) e RES+5PT (0,001). No 60° dia
houve um aumento significativo do tempo de tremor oral para os grupos RES, RES+1PT e
RES+5PT quando comparados ao grupo CTRL (p = 0,001), (p = 0,005) e (p = 0,001) (Figura
14C).
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Figura 14: Efeito da administracdo cronica de PT (1 mg/kg ou 5 mg/kg) no teste de movimentos orais em
ratos idosos submetidos ao modelo de parkinsonismo induzido por reserpina (0,1 mg/kg). (A)
Comportamento de mastigagdo no vacuo. (B) Numero de protrusdo de lingua. (C) Tempo de tremor oral. Os
valores sdo expressos como média = E.P.M. *p < 0,05 em comparagdo ao grupo CTRL; #p < 0,05 RES+1PT
comparando ao grupo RES+5PT; &p < 0,05 em comparando o grupo RES ao grupo RES+1PT. (ANOVA de uma
via seguida pelo pos-teste de Fisher LSD). CTRL = controle; RES = reserpina; RES+1PT = reserpina-PT 1 mg/kg;
RES+5PT = reserpina-PT 5 mg/kg.
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5.5 IMUNOREATIVIDADE PARA TIROSINA HIDROXILASE (TH")

A ANOVA de uma via mostrou diferencga significativa para o nimero de células TH+
na SNpc [F (3, 22) = 7,036; p = 0,001)] entre os grupos experimentais. O pds-teste de Fisher
LSD revelou diferenga significativa no nimero de células TH+ na SNpc para o grupo RES
quando comparado aos grupos CTRL (p < 0,003), RES quando comparado ao grupo RES+1PT
(p =0,002) e RES quando comparado ao grupo RES+5PT (p = 0,037) (Figura 15). A ANOVA
de uma via mostrou diferenca significativa na DOR para TH+ no estriado dorsal [F (3, 22) =
3,831; p = 0,023)] entre os grupos experimentais. O pos-teste de Fisher LSD revelou uma
reducgdo significativa na DOR no estriado dorsal do grupo RES quando comparado com os

grupos CTR (p =0,003) (Figura 15B).



40

150-
-
= 100-
W
=
- * &
$ -
]
&
2 50-
=
0 T T
CTRL RES RES+1PT RES+5PT
-
=
+=C 1.0
EE —
~ %
25
=3
a E 0.5
(=}
=
0.0 T T
CTRL RES RES+I1PT RES+5PT

Figura 15: Efeito da administracido cronica de PT (Img/kg ou 5mg/kg) no nimero de células TH* na
substincia negra parte compacta (SNpc) e densitometria éptica para TH* no estriado dorsal em um modelo
de parkinsonismo induzido por RES. (A) Contagem de células na SNpc . (B) Densidade 6ptica no estriado. Os
dados foram expressos como média + E. P. M. *p < 0,05 grupo RES quando comparado ao CTRL; p < 0,05 RES
quando comparado ao grupo RES+1PT; *p < 0,05 RES quando comparado ao grupo RES+5PT. (ANOVA de uma
via seguida pelo pos-teste de Fisher LSD). CTRL = controle; RES = reserpina; RES+1PT = reserpina mais PT 1
mg/kg; RES+5PT = reserpina mais PT 5 mg/kg.
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Figura 16: Imuno-histoquimica para tirosina hidroxilase (TH). Imagem representativa da marcagdo para TH
na substancia negra parte compacta (SNpc) e estriado de ratos idosos, no 60° dia do experimento, em um modelo
anima de parkinsonismo induzido por RES. As setas apontam para corpos celulares de tamanho médio a grande,
em média 50pu. CTRL = controle; RES = reserpina; RES+1PT = reserpina mais PT 1 mg/kg; RES+5PT = reserpina
mais PT 5 mg/kg. Barra de escala 200 um.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, investigamos o efeito neuroprotetor da administragdo de PT em
ratos idosos submetidos a0 modelo de parkinsonismo induzido por RES. Os resultados indicam
que a administragao cronica de PT promoveu efeito neuroprotetor sobre os efeitos lesivos
causados pelo RES nos parametros comportamentais de catalepsia ¢ MO e na avaliagao da
massa corporal. Observamos que a dose de 1 mg/kg de PT foi capaz de provocar uma
diminui¢ao do tempo de catalepsia ao longo de todo o experimento e a dose de PT 5 mg/kg foi
capaz de retardando os efeitos da RES nesse comportamento. Em relagdo ao pardmetro de
mastigacao no vacuo e protrusao de lingua, o PT foi capaz de promover reducao na quantidade
total de eventos. Também observamos que a reducdo das alteragdes motoras analisadas foi

acompanhada de uma protecdo no sistema dopaminérgico da via nigroestriatal.

A redugdo de massa corporal ¢ um dos sintomas ndo motores frequentemente
negligenciados, que esta negativamente associada a qualidade de vida dos pacientes com a DP
(DE RUI et al., 2020; GHOURCHIAN et al., 2021). Os impactos causados pela reducdo da
massa corporal podem influenciar a progressao da doenga, podendo assim originar discinesias,
declinio cognitivo e hipotensdo ortostatica, resultando em incapacidade e até mesmo a
mortalidade. Varios sao os fatores pelos quais ocorre essa perda progressiva de massa corporal
em pacientes parkinsonianos. Entre eles, destacam-se as disfun¢des enddcrinas, alteragdes de
regulagdo hipotalamica, gasto energético devido aos frequentes tremores gerados pela
disfung¢do da sinalizagcdo dopaminérgica, assim como a deficiéncia fisica causada pela doenca,
que pode impedir a alimentacdo na auséncia de um cuidador (BARICHELLA; CEREDA;
PEZZOLI, 2009; DE RUI et al., 2020; GHOURCHIAN et al., 2021; KISTNER; LHOMMEE;
KRACK, 2014; MA et al., 2018). No presente estudo observamos que o PT foi capaz de evitar
aredu¢do de massa corporal dos animais submetidos a0 modelo de parkinsonismo induzido por
RES. Ja ¢ bem estabelecido na literatura que a testosterona ¢ capaz de manter ¢/ou aumentar a
massa corporal durante uma TRT (DILLON et al., 2012; SINCLAIR et al., 2016; WRIGHT et
al., 2018). Nossos achados corroboram os resultados encontrados por estudos ja existentes da
literatura, em que os animais dos grupos submetidos a RES e que foram tratados com PT, nao
sofreram acentuada perda de massa causada pelo modelo. Esta perda de massa, resultante da
administracao da RES, vem sendo demonstrada na literatura tanto pelo nosso grupo de pesquisa,
como por outros grupos que utilizam este modelo (BISPO et al., 2022; FERNANDES et al.,
2012; HALARIS et al., 1975; LEAL et al., 2019; SANTOS et al., 2013).
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Estudos mostram que fungdes dependentes do sistema dopaminérgico, como paradmetros
comportamentais, podem ser influenciados por hormodnios sexuais (BOURQUE; SOULET; DI
PAOLO, 2021; ZHANG et al, 2016; ZOLBANIN; ZOLALI; NAYEBI, 2014;
LAMBADIJIEVA, 1998; ONAOLAPO et al., 2016). A sinalizagdo androgénica ¢ essencial para
modula¢do do sistema dopaminérgico (DE SOUZA SILVA et al., 2009), principalmente
funcdes relacionadas a nucleos presentes na via nigroestriatal, responsaveis pelo controle
voluntario do movimento (LUO; HUANG, 2016), evidenciando que este hormdnio ¢ essencial
para manter o controle da atividade motora em condigdes fisiologicas (JOHNSON et al., 2010;

KHASNAVIS et al., 2013).

A DP tem como principal caracteristica a deple¢do de monoaminas, que por
consequéncia culmina em desordens motoras (DOS SANTOS et al., 2021; KENANGIL et al.,
2009; LIMA; PECKHAM; JOHNSON, 2018; OKUN; MCDONALD; DELONG, 2006;
PICILLO et al., 2014; SCHENCK; BOEVE; MAHOWALD, 2013). As respostas
comportamentais exploratorias e locomotoras sdo relacionadas a processos de ativacdo do
sistema dopaminérgico (DELONG; WICHMANN, 2015; FURLAN; BRANDA; BRANDAO,
2001; MALLET et al., 2019; REDGRAVE et al., 2010) e, desse modo, uma reducao da DA
estriatal leva a uma diminuicdo do comportamento exploratério, gerando hipoatividade
(RODRIGUEZ et al., 2013). No modelo animal de parkinsonismo induzido por RES, os animais
apresentam uma diminuicao dos niveis de DA nos nucleos da base, levando a déficits motores
semelhantes aos da DP em humanos (BISPO et al., 2022; FERNANDES et al., 2012; LEAL et
al., 2016; SANTOS et al., 2013).

Para avaliar o comprometimento motor voluntario dos animais submetidos ao modelo
da RES utilizamos o teste de catalepsia, sugerido por outros autores como um teste capaz de
avaliar a progressividade das alteracdes motoras em ratos (BESERRA-FILHO et al., 2019;
LEAL et al., 2019; SANTOS et al., 2013). Observamos que o efeito da administragdo de PT
sobre a resposta cataléptica do animal varia de acordo com a dose e o nivel de progressao do
modelo, sendo capaz de atenuar os efeitos danosos da RES, quando administrado na dose de 1
mg/kg. Em contra partida, a dose de 5 mg/kg de PT demonstrou efeito ambiguo, retardando os
efeitos da RES apenas até 0 48° dia. A partir desse momento (50° dia em diante), o PT promoveu
um aumento significativo no tempo de catalepsia induzido por RES, talvez pelo aumento da
toxicidade causada pela dose mais alta do PT, onde o sinergismo do metabolismo do PT
somados ao da RES, exacerbam os efeitos danosos do modelo. Esses achados corroboram

estudos que mostram efeitos preventivos do PT em modelos animais de parkinsonismo em
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relagdo ao comportamento cataléptico, diminuindo o tempo de permanéncia dos animais no
aparato comportamental (BISPO et al., 2022; ZOLBANIN; ZOLALI; NAYEBI, 2014). Deste
modo, uma TRT pode ser uma ferramenta eficaz para a prevencao da bradicinesia causada pela
deplecao de DA na DP, através dos efeitos que a testosterona exerce sobre receptores
androgénicos no sistema dopaminérgico (ESPINOSA et al., 2016; PURVES-TYSON et al.,
2014; ZOLBANIN; ZOLALI; NAYEBI, 2014). Estudos apontam uma baixa de testosterona
mais acentuada em pacientes com DP, quando comparado a individuos sem a doenga durante o
envelhecimento (BOURQUE; SOULET; DI PAOLO, 2021; OKUN; MCDONALD;
DELONG, 2002). Essa diminui¢do da testosterona pode aumentar os sintomas catalépticos, que
em humanos sdo semelhantes aos relacionados a dificuldade em iniciar um movimento

(ZOLBANIN; ZOLALI; NAYEBI, 2014).

Outro teste utilizado para avaliar o comprometimento motor voluntdrio € o teste de
campo aberto. Nele avaliamos a atividade exploratdria dos animais através da distancia total
percorrida e nimero de rearing (LINS et al., 2018; SANTOS etal., 2013; ZHANG et al., 2016).
Observamos uma diminui¢do na distancia total percorrida e nimero de rearing dos animais
tratados com RES e RES mais PT, em comparagdo ao grupo controle. Esses dados confirmam
outros estudos na literatura, que demonstram uma diminui¢do no padrdo exploratério em
animais submetidos ao modelo da RES, semelhante aos danos motores experimentados por
pacientes parkinsonianos (ANDICA et al., 2018; BISPO et al., 2022; CAMINITI et al., 2017;
FERNANDES et al., 2012; MELO et al., 2022; SANTOS et al., 2013). Nossos achados ndo
demonstraram efeito protetor do PT sobre os parametros de distancia total percorrida e rearing,
em relagdo aos danos induzidos pela RES. Esse resultado pode ser atribuido a progressividade
do modelo e o tempo no qual o teste foi submetido. Estudos anteriores mostraram que o
comprometimento motor dos animais tem inicio por volta da 7* administracao de RES, e seus
efeitos danosos aumentam ao longo da progressio do modelo (BISPO et al.,, 2022;

FERNANDES et al., 2012; MELO et al., 2022; SANTOS et al., 2013).

ZHANG et al., (2016) mostraram que a administracdo cronica de propionato de
testosterona (sem indugdo de nenhum modelo de parkinsonismo) em ratos idosos induz
resultados positivos em relacdo ao parametro de campo aberto, indicando uma agado direta da
testosterona em vias dopaminérgicas. Quando associado a uma deplecao monoaminérgica, em
nosso modelo animal, ndo observamos o mesmo efeito. Acreditamos que o PT ndo foi capaz de
causar prote¢do tampouco piorar os efeitos de locomocao dos animais submetidos ao modelo

de RES no momento em que foram submetidos ao teste, sob efeito da 15* administracao de
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RES, quando o estresse oxidativo causado pela agdo repetida da RES ja ¢ muito acentuado,
levando a um estado de comprometimento motor muito intenso (FERNANDES et al., 2012;
MELO et al., 2022; SANTOS et al., 2013). Em um estudo feito por CUI et al. (2017), foi
relatado que o tratamento com PT foi capaz de melhorar os déficits motores causados pela dose
unica de reserpina em ratos idosos, e que a eficacia do tratamento com PT ¢ dependente do
estado de estresse oxidativo em que os animais se encontram, quanto menor o estresse oxidativo

melhor o efeito da testosterona sob os déficits motores (CUI et al., 2017).

No modelo animal de parkinsonismo induzido por RES sdo desenvolvidas
caracteristicas motoras ndo voluntarias como o aparecimento dos movimentos orais (MO),
como mastigagdo no vacuo, tremor oral e protrusio de lingua (ABILIO et al., 2004; BISPO et
al., 2022; FERNANDES et al., 2012; LEAO et al., 2017; LINS et al., 2018; PERES et al., 2016;
SANTOS et al., 2013). Essas caracteristicas motoras podem ser associadas aos movimentos
involuntarios descritos e observados em pacientes da DP, tais como tremor em repouso,
normalmente nas maos, queixos labios e lingua (FABBRI et al., 2017; FAHN, 2015). No
presente trabalho, observamos uma reducdo significativa dos movimentos orais dos animais
tratados com PT em relagdo aos trés momentos avaliados (dias 42, 50 e ultimo dia do
experimento), onde os animais tratados com RES+1PT demonstraram uma diminui¢do do
nimero de mastigacdo no vacuo em relacdo ao grupo RES (Figura 14A). No entanto, a
administracdo de PT 1 mg/kg ndo foi capaz de proteger contra os efeitos da RES para os
parametros de tremor oral e protrusdao de lingua. J& os animais tratados com RES+5PT para
mastigagdo no vacuo e tremor oral demonstraram uma diminui¢ao dos efeitos da RES
inicialmente, mas para o sexagésimo dia de experimento os efeitos da RES foram exacerbados,
assim como no comportamento de catalepsia, sendo possivelmente o nivel de estresse oxidativo
gerado pela RES e a dose de PT fatores determinantes para esse aumento dos componentes
observados no teste de MO. Esses resultados corroboram outros achados na literatura, que
observaram um aumento nos eventos de mastigagao no vacuo, € no comportamento de protrusao
de lingua, assim como para o tempo total em segundos em que os animais permanecem
tremendo involuntariamente a cavidade oral (FERNANDES et al., 2012; LEAL et al., 2019;
LINS et al., 2018; SANTOS et al., 2013). Nossos achados em relagao aos parametros do teste
de MO, sobre o efeito da administracdo de PT em um modelo de parkinsonismo, também
corroboram os resultados obtidos por BISPO et al., 2022, onde foi observado que a dose de PT
1 mg/kg foi capaz de reduzir os danos causados pela RES nos parametros comportamentais de

mastigagao no vacuo assim como para os eventos de protrusao de lingua.
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A morte progressiva de neurdnios dopaminérgicos em nucleos responsaveis pelo
controle do movimento ¢ caracterizada como principal fator fisiopatologico da DP (ANDICA
et al., 2018; BRAAK; DEL TREDICI, 2017; CAMINITI et al., 2017; FEARNLEY; LEES,
1991). Dada a diminuicao dos neurdnios dopaminérgicos, torna-se evidente uma deficiéncia do
neurotransmissor DA no estriado, causada pela diminui¢do destes neurdnios, levando a uma
diminuic¢ao da sintese da DA, que por sua vez ¢ regulada pela enzima tirosina hidroxilase (TH).
A expressao do gene e sintese da TH ¢ estimulada por varios sinais fisiologicos, dentre eles
vitamina D, glicocorticoides e hormonios sexuais como a testosterona (JOHNSON et al., 2010).
Essa enzima ¢ responsavel pela oxida¢do do aminodacido tirosina, gerando L-DOPA e, em
seguida, pela acdo da DOPA descarboxilase, a L-DOPA ¢ rapidamente descarboxilada, gerando
a DA (BADEMCI et al., 2012; NAGATSU et al., 2022). Diante deste processo de sintese da
DA, estudos mostram que a testosterona ou a administracao do seu analogo, o propionato de
testosterona, possui influéncia na expressao de genes para proteina TH, assim como no aumento
do niimero de células TH na SNpc, além de sinalizar o aumento da sintese de DA no corpo
estriado de ratos machos (CHANDRA et al., 2010; ESPINOSA et al., 2016; PURVES-TYSON
et al., 2014; ZHANG et al., 2016).

No presente estudo utilizamos o modelo animal de parkinsonismo induzido por baixas
doses de RES (0,1 mg/kg), e uma das caracteristicas desse modelo ¢ a reducdo da
imunorreatividade para TH nos nucleos dopaminérgicos (BISPO et al., 2022; LEAL et al.,
2019; LINS et al., 2018; SANTOS et al., 2013). Este modelo provoca deplecao da DA pelo
impedimento do transporte das monoaminas através do VMAT-2 para o interior das vesiculas,
gerando aumento das concentragdes de DA nos terminais axonais, levando a estresse oxidativo,
peroxidagao lipidica, podendo causar danos celulares e desencadear fatores pro-inflamatdrios
(FERNANDES et al., 2012; LEAO et al., 2017). Observamos que o tratamento prévio com PT
e concomitante ao modelo de parkinsonismo induzido por RES foi capaz de produzir
neuroprpotecao contra os danos celulares causados pela RES. Observamos que o PT 1 mg/kg
preveniu a redu¢do da imunorreatividade para TH na SNpc e estriado. Esses resultados vao ao
encontro a outros estudos que evidenciam o efeito protetor do PT em ratos (BISPO et al., 2022;
CARTERI et al., 2019; ZOLBANIN; ZOLALI; NAYEBI, 2014). Observamos também que a
dose de PT 5 mg/kg foi capaz de prevenir a redu¢do da imunorreatividade para TH apenas na
SNpc, mas ndo para o corpo do estriado. Possivelmente o PT gerou uma protecao parcial em
relagdo a marcacao estriatal para TH. Talvez esse resultado seja devido aos efeitos duplos que

a testosterona possui, sendo estes dependentes da dose e do estado de estresse oxidativo em que
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o ambiente bioldgico se encontra (BIANCHI et al., 2020a; BISPO et al., 2022; HOLMES et al.,
2013).

O PT evitou a redugdo para o niimero de células TH" na SNpc. Esse resultado suporta a
ideia do efeito neuroprotetor do PT diante de injarias neurais (BISPO et al., 2022; CARTERI
et al., 2019; ZOLBANIN; ZOLALI; NAYEBI, 2014), onde neurdnios TH" que sdo expressos
em varias areas do sistema nervoso, € também com expressdo de receptores androgénicos,
evidenciam a acao direta desses hormdnios no sistema dopaminérgico (VEGETO et al., 2020).
Nossos achados corroboram resultados de outros estudos que avaliaram o efeito de androgenos
sobre a via dopaminérgica em modelos animais de parkinsonismo. CUI et al., (2017) induziram
animais idosos ao modelo da RES e avaliaram o efeito protetor do PT. Eles observaram que os
animais envelhecidos naturalmente e que foram submetidos a uma TRT, demonstraram uma
neuroprote¢do dopaminérgica. Ja para os animais previamente tratados com RES, onde os
niveis de estresse oxidativos ja causavam danos significativos nos nicleos responsaveis pelo
controle voluntario do movimento, o PT acentuou os danos causados pela RES previamente.
No nosso estudo o tratamento com PT ocorre previamente e concomitantemente a indugao do
modelo da RES. Deste modo o PT pode prevenir os danos causados pela RES, quando
administrado previamente e em paralelo, reforcando o efeito neuroprotetor da testosterona em

um ambiente celular com baixo estresse oxidativo.

Em sintese, mostramos que o tratamento prévio e concomitante de PT, no modelo
animal de parkinsonismo induzido por RES, teve efeito neuroprotetor dose-dependente diante
do comprometimento motor causado no sistema dopaminérgico, assim como prote¢ao contra a
deplecdo da TH na SNpc e estriado. Um outro fator importante foi a capacidade que a
testosterona teve em melhorar a composi¢ao corporal dos animais submetidos ao modelo da
RES. Diante destes resultados, mais estudos sdo necessarios para um melhor entendimento
destes mecanismos, para compreensao do melhor momento e dose ideal a ser administrada para

o tratamento com PT na DP.

O presente estudo foi desenvolvido durante a pandemia do novo coronavirus SARS-CoV2,
0 que inviabilizou o desenvolvimento por completo dos experimentos. Desta forma, estudos
futuros sao necessarios para avaliar os efeitos do tratamento prévio com testosterona, mas sem
a acdo da conversdo deste hormdnio em seus metabolitos. Investigar os mecanismos de
neuroprote¢do da testosterona sobre fatores anti-inflamatério envolvidos na ativacao

microglial, assim como estudar a atuagdo do PT na atividade dos receptores D1 e D2 no modelo
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de RES, possibilitando assim um melhor esclarecimento sobre os efeitos neuroprotetores da

testosterona diante dos mecanismos fisiopatologicos na progressividade da DP.
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7. CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que a administracdo prévia com PT promoveu efeito
neuroprotetor sobre aspectos motores € neuroquimicos provocados pela administragdo de RES.
O tratamento com PT 1 mg/kg foi capaz de atenuar os efeitos deletérios causados pela RES
sobre a atividade motora no teste de catalepsia, assim como reduzir o comprometimento motor
causados pela RES no teste de MO. Ambas as doses de PT utilizadas (1 mg/kg e 5 mg/kg) foram
capazes de evitar a perda de peso causada pela RES. De modo semelhante aos resultados
comportamentais, o tratamento prévio com PT na dose de 1 mg/kg foi capaz de evitar a redugao
da marcagao para TH na SNpc e estriado de ratos idosos causada pela RES. Em resumo o PT
na dose de 1mg/kg foi capaz de promover um melhor resultado em relacao aos danos causados

pela RES.

Deste modo, o PT parece ser um potencial coadjuvante para o tratamento, retardando a
progressdo da DP. Apesar disto, outros estudos sdo necessarios para um melhor entendimento
dos mecanismos pelos quais o PT atua sobre as vias dopaminérgicas, ¢ de que modo promove
esse efeito neuroprotetor. Novas necessarias novas abordagens para melhor compreensao sobre

a acdo que a testosterona desempenha na neuroprote¢do diante da progressao da DP.
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ANEXO I- DECLARACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM ANIMAIS

(CEPA)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE PC')S-GRADUACA? E PESQUISA

COORDENACAO DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM ANIMAIS (CEPA)

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Participagio do propionato de testosterona nas
alteragdes neuroquimicas, neuroinflamatérias e oxidativas em um modelo progressivo de
parkinsonismo induzido por reserpina", registrada com o n° 37/2017, sob a responsabilidade do
Prof. Dr. José Ronaldo dos Santos que envolve a produgiio, 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
Experimentagiio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) da Universidade Federal de Sergipe, em reunidio de 19/12/2017.

() Ensino (X)) Pesauisa Cientifica |

pr

) ]

[ Finalidade
Vigéneia do autorizacl Tnicio: 02/2018, Término: 01/2022
Espécie/linhagem/raca________Rato Heterogénico Wistar
N° de animais . - 192 ]
250, i -
Peso/Idade %350 500g / 7-9 meses
Sexo Y o
1
Biotério Setorial do Departamento de
Origem . Visiologiada UFS.
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