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“A prisdo ndo sdo as grades, e a liberdade ndo é a rua;
existem homens presos na rua e livres na prisdo.
E uma questdo de consciéncia.”

Mahatma Gandhi

"A natureza, ao fazer-nos crescer, nao s6 nos
favorece em forcas e tamanho, mas, a medida
que o tempo vai passando, dilata com ele o

espaco interno da inteligéncia e da alma."”
Shakespeare
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RESUMO

A elucidacdo dos mecanismos responsaveis pelas manifestacbes ndo-
motoras da Doenga de Parkinson (DP) € fundamental na busca por
novas terapias. Especialmente pelo fato destes sintomas, como
ansiedade e depressdo, estarem presentes nas fases iniciais da doenca,
antecedendo as manifestacBes motoras cléssicas. O presente estudo teve
como objetivo avaliar as possiveis alteracbes comportamentais e
neuroquimicas promovidas pela lesdo parcial e retrograda dos neurdnios
nigroestriatais, em trés intervalos de tempo. O modelo experimental
utilizado consistiu na injecéo bilateral de 6-OHDA no estriado de ratos.
Além disso, analisamos a participa¢do do sistema imunoldgico inato em
diferentes regides encefalicas e, sua possivel relacdo com as alteragdes
promovidas pela lesdo, nos seus respectivos intervalos de tempo. Os
resultados, no intervalo de trés semanas, mostraram a presenga de
comportamentos do tipo anedonia e ansiedade, com auséncia de
comprometimento motor, juntamente com um aumento na quantidade de
células microgliais. Além disso, os niveis estriatais de dopamina e
DOPAC foram reduzidos progressivamente ao longo de 25 dias.
Também foram observadas alteragdes nos niveis estriatais de serotonina
e seu metabdlito, 5-HIAA. Ainda mais, os resultados ilustraram um
aumento na quantidade de células microgliais na substancia negra,
estriado e hipocampo dos ratos administrados com 6-OHDA.
Finalmente, nossos resultados contribuem para a hipotese de que a lesdo
retrégrada e parcial dos neurdnios dopaminérgicos da substancia negra
pode causar prejuizos comportamentais semelhantes a fase pré-motora
da DP, trés semanas ap6s a lesdo. Em adicdo, estas manifestacfes sdo
acompanhadas por alteracfes neuroinflamatérias, que podem estar
influenciando as  manifestagfes  comportamentais  relatadas,
principalmente o efeito aneddnico. Além disso, a evidéncia de
neuroinflamacdo hipocampal, mesmo apés 25 dias, pode ser um
indicativo de extensdo neuroinflamatéria da lesdo para outras areas
encefalicas, como consequéncia da degeneracgéo nigroestriatal.



ABSTRACT

The elucidation of the mechanisms responsible for non-motor
manifestations of Parkinson's disease (PD) is crucial in the search for
new therapeutic approaches. Specially because some symptoms, such as
anxiety and depression, are present in the early stages of the disease,
before the classic motor manifestations. The aim of the present study
was to evaluate the possible behavioral and neurochemical effects after
a retrograde partial lesion of nigrostriatal pathway promoted by 6-
OHDA, in three intervals of time. The model used was bilateral
injection of 6-OHDA into dorsal striatum. Furthermore, we analyzed the
participation of the innate immune system in different brain regions and
its relation to the changes promoted by the lesion, in the same time
intervals. The results showed that after three weeks, 6-OHDA was able
to produce both anhedonic and anxiety behaviors and an increase of
microglial density, without motor bias. In addition, striatal levels of
dopamine and DOPAC were gradually reduced over 25 days. We also
observed changes in the striatal levels of serotonin and its metabolite, 5-
HIAA. Furthermore, our data illustrate an increase in the microglial
levels in the substantia nigra, hippocampus and striatum in the 6-
OHDA-lesioned rats. Finally, our results contribute to the hypothesis
that the retrograde and partial damage of dopaminergic neurons in the
substantia nigra can resemble premotor symptoms of PD, three weeks
after injury. Moreover, these symptoms are accompanied by
neuroinflammatory changes, which may be associated with behavioral
changes, especially the anhedonic effect. The evidence of hippocampal
neuroinflammation may be an indicative of neuroinflammatory
extension to other areas of the brain as a consequence of the nigrostriatal
degeneration.
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1. INTRODUCAO

1.1. Epidemiologia da Doenga de Parkinson

O médico alemdo Franciscus de le Boe, que viveu no século
XVI, pode ter sido um dos primeiros a escrever sobre distlrbios
relacionados a movimentos involuntarios (Pahwa e Lyons, 2007). Muitos
relatos aconteceram até que, em 1817, o médico inglés James Parkinson
publicou uma curta monografia, chamada “An Essay on the Shaking
Palsy”, onde descreveu sistematicamente seis individuos com disturbios
de movimento, o qual denominou de Paralisia Agitante. Mas foi o
neuropatologista francés, Jean-Martin Charcot, 40 anos ap6s a
publicacdo da monografia, que cunhou o termo Doenga de Parkinson
(DP), em homenagem a James Parkinson (Mosley e Romaine, 2004).

A DP é uma doenca neurodegenerativa que tem se tornado cada
vez mais frequente na populagcdo mundial. Isto se deve principalmente
ao aumento na expectativa de vida mundial, uma vez que ela ocorre
principalmente em individuos idosos e, aumenta sua incidéncia com o
avanco da idade. Além do mais, é a segunda doenca neurodegenerativa
mais frequente, ficando atrs apenas da doenca de Alzheimer (Wirdefeldt,
Adami et al., 2011). Estima-se que a incidéncia na populacdo acima de 60
anos seja de aproximadamente 1,6% (Barbosa, Caramelli et al., 2006).

No Brasil, hd uma caréncia de pesquisas que expressem uma
estimativa geral sobre a ocorréncia da DP. No entanto, um estudo
publicado em 2006 avaliou a prevaléncia da DP em uma cidade do
interior de Minas Gerais. A incidéncia total na populagdo maior de 64
anos foi de 3,3%. Ja em relacdo ao sexo, mostrou-se um pouco mais
prevalente em pessoas do género masculino. Conforme esperado, 0s
dados mostraram um aumento da incidéncia relacionado com o avango
da idade. A prevaléncia de 0,8% no grupo entre 64 e 69 anos, foi
significativamente menor que o grupo com idade superior a 85 anos, 0
qual apresentou 14,3% (Barbosa, Caramelli et al., 2006).

1.2. Manifestacdes Clinicas da Doenca de Parkinson

As trés principais manifestagdes motoras da doenca incluem: o
tremor de repouso, bradicinesia e rigidez muscular, além destas,
alteracdes na marcha e postura também podem se manifestar (Dunnett e
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Bjorklund, 1999). Dois grandes subtipos podem ser observados na clinica.
No primeiro, a manifestacdo predominante é o tremor de repouso, que
ocorre principalmente nos pacientes mais jovens. Ja no segundo subtipo,
a instabilidade postural e desequilibrio na marcha sdo as formas mais
pronunciadas, acometendo os pacientes mais idosos, geralmente acima
de 70 anos (Obeso, Rodriguez-Oroz et al., 2010). Portanto, a DP é uma
patologia heterogénea, ndo apresentando um quadro neuropatoldgico
totalmente similar entre os pacientes. Além do mais, estes sintomas
motores, que caracterizam a doenca, fazem com que ela seja relacionada
entre os distdrbios do movimento, no entanto, a dimensdo desta
patologia vai muito além. Uma extensa gama de sintomas nao-motores
esta presente (Paulus e Trenkwalder, 1998; Bernal-Pacheco, Limotai et al., 2012).
Na maioria das vezes, muito antes das manifestacbes motoras
(Stephenson, Siderowf et al., 2009).

Grande parte dos pacientes apresentam alteracGes psiquiatricas,
como ansiedade, depressdo e alteragbes no sono, particularmente
durante o0 sono REM (Weintraub, Moberg et al., 2004; Abbott, Ross et al., 2005;
Avrabia, Grossardt et al., 2007; Stephenson, Siderowf et al., 2009). Além destes
sintomas, disfuncfes olfativas, gastrointestinais e prejuizos de meméria
também contribuem para a diminuicdo da qualidade de vida dos
pacientes (Stephenson, Siderowf et al., 2009). A ansiedade é uma das
manifestacdes clinicas ndo-motoras mais frequentes, atingindo cerca de
40% dos pacientes. Porém, apresenta caracteristicas clinicas distintas,
formando um subtipo de transtorno que é caracteristico dos pacientes
com DP (Pontone, Williams et al., 2011). Além disso, este sintoma possui
uma alta comorbidade com diagnésticos de depressdo, no entanto, a
depressdo acontece com menor frequéncia, em comparagdo aos sintomas
de ansiedade (Gaig e Tolosa, 2009; Pontone, Williams et al., 2011). Os
transtornos depressivos na DP parecem estar associados aos estagios
iniciais da degeneracdo, apresentando uma elevacdo na incidéncia
durante o periodo de 3 a 6 anos antes dos sinais motores (Gaig e Tolosa,
2009).

1.3. Etiologia e Neuropatologia da Doenca de Parkinson

A principal caracteristica neuropatoldgica da DP esta associada
a uma degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos, que contém
melanina, na substancia negra pars compacta (SNpc), estes neurdnios

fazem parte da via nigroestriatal. Como consequéncia da degeneracdo
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desta via, ocorre uma diminuicdo no conteldo total de dopamina no
estriado promovendo os sintomas motores (Eriksen, Wszolek et al., 2005).
Quando os sintomas se tornam visiveis, o conteldo de dopamina
estriatal j& estd diminuido em cerca de 80% e, aproximadamente 60%
das células dopaminérgicas na substdncia negra ja morreram (Vives-
Bauza, De Vries et al., 2009). No entanto, alteracBes também séo
encontradas em muitas células ndo-dopaminérgicas, como em alguns
grupos de neurbnios colinérgicos, do nucleo basal de Meynert,
noradrenérgicos do locus certleo, serotoninérgicos do nicleo da rafe e
neurénios do ndcleo dorsal do nervo vago (Vives-Bauza, De Vries et al.,
2009). Outra caracteristica marcante é a ocorréncia de corpos proteicos,
no interior dos neurdnios, conhecidos como corpusculos de Lewy, que
se caracterizam por inclusdes de agregados eosinéfilos compostos por
uma série de proteinas como a-sinucleina, ubiquitina, parkin e
neurofilamentos (Davie, 2008; Vives-Bauza, De Vries et al., 2009).

Desde a descricéo inicial da DP, tem-se progredido em varios
setores: identificando caracteristicas neuropatoldgicas, formas de
tratamento para minimizar os sintomas, e, ainda, na tentativa de
diminuir sua progressdo, porém ainda nao foi encontrado um tratamento
eficaz, capaz de impedir 0 avango da doenca ou sua regeneragao. Além
disso, a causa e origem especifica da DP ainda sdo desconhecidas,
porém, alguns pesquisadores tém proposto teorias relevantes sobre estes
assuntos.

Segundo Braak e colaboradores (Figura 1), as alteragdes
neuropatoldgicas iniciais sdo observadas no bulbo raquidiano, tegmento
pontino e no bulbo olfatério. Nestes estagios, 0s pacientes nado
apresentam  nenhum comprometimento  motor, portanto, sdo
considerados  pré-sintomaticos. Na classificacdo de  Braak,
correspondem aos estagios iniciais (1 e 2). Conforme a doenca se
estende e o0s sintomas motores comecam se manifestar, areas como a
substancia negra pars compacta e outras areas do mesencéfalo e
prosencéfalo basal sdo afetadas, correspondendo aos estagios 3 e 4.
Finalmente, a neurodegeneracdo atinge sua maior extensdo, afetando o
cortex cerebral, nesta etapa (estagios 5 e 6), a doenca se manifesta em
todas as suas dimensdes clinicas (Braak, Ghebremedhin et al., 2004).



presymptomatic symptomatic
phase phase

threshold 4

Figura 1: Esquema ilustrando as fases pré-sintomaticas e sintomaticas
(sintomas motores), além das areas encefalicas afetadas. A intensidade
da coloracdo vermelha indica o aumento da gravidade na regido afetada
(Braak, Ghebremedhin et al., 2004).

Estudos apontam diversos fatores que podem contribuir para a
degeneracdo celular dopaminérgica. Dentre eles, destaca-se a disfungédo
mitocondrial (zhu e Chu, 2010). Esta ideia surgiu com o reconhecimento
de que o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP) induzia uma
sindrome parkinsoniana. Seu metabolito ativo, 1-metil-4-fenilpiridina
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(MPP+) se acumula na matriz mitocondrial inibindo a fosforilacdo
oxidativa, devido ao blogueio da transferéncia de elétrons no complexo
I, levando a uma crise energética e um estresse oxidativo que acaba
resultando na morte celular (Vives-Bauza, De Vries et al., 2009; Zhu e Chu,
2010). Outro fato relevante foi relatado em um estudo post-mortem que
analisou a massa mitocondrial de nove pacientes com DP, mostrando
anormalidades mitocondriais semelhantes as induzidas por MPTP
(Schapira, Cooper et al., 1990).

Apesar da DP ndo acometer outras espécies além dos seres
humanos, modelos animais contribuem significativamente como
ferramentas para elucidar 0s mecanismos neurobioldgicos e
neuropatoldgicos, possibilitando uma melhor compreensdo sobre os
aspectos relacionados as mais diversas doengas e permitindo o
desenvolvimento de novas terapias. Estudos neste sentido suportam a
hipdtese de uma patogenia relacionada com a disfungdo mitocondrial e
que, fatores ambientais, como toxinas, poderiam estar favorecendo este
evento. Conforme detalhado no item seguinte (1.4), varios estudos
foram realizados utilizando o modelo animal com MPTP, inclusive em
nosso laboratdrio, reforcaram a hip6tese de que o MPTP é capaz de
degenerar células neuronais vulneraveis e, que a via olfativa poderia ser
uma porta de entrada para toxinas ambientais capazes de degenerar
neurdnios dopaminérgicos (Prediger, Rial et al., 2009).

Nos Ultimos anos, tem sido proposta uma associacdo entre
neuroinflamacdo e disfungdo mitocondrial. Sabe-se que o sistema
imunol6gico apresenta um importante papel na defesa e reparo do
organismo, e que, também é responsavel pela producédo e liberacdo de
mediadores, como citocinas, 6xido nitrico e espécies reativas de
oxigénio, que em determinadas ocasides podem ser nocivos ao tecido
nervoso (Nguyen, Julien et al., 2002). Estudos demonstraram que toxinas
mitocondriais como, por exemplo, rotenona, MPTP e 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) (Barnum e Tansey, 2010), podem causar
diferentes estagios de reacdo do sistema imune. Portanto, o dano na
cadeia respiratdria mitocondrial poderia ser o mecanismo que
desencadeia a neuroinflamacao (Di Filippo, Chiasserini et al., 2010).

A presenca de moléculas do sistema imune inato e adaptativo,
bem como a ativacdo de astrdcitos e células microgliais representam
indicativos de inflamacéo no sistema nervoso central (SNC) (Long-Smith,
Sullivan et al., 2009). Estas caracteristicas estdo presentes em pacientes
com doencas neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson,
Huntington e Esclerose Mdltipla (Nguyen, Julien et al., 2002). Trabalhando
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como uma defesa inicial, a ativagdo da micrdglia tem papel fundamental
na defesa das células nervosas. No entanto, sua atividade sustentada
pode resultar em efeitos prejudiciais relacionados com o processo de
neurodegeneragdo progressiva.

1.4. Modelos Animais da Doenga de Parkinson

O diagnostico da DP ainda apresenta um carater essencialmente
clinico, diagnosticado através de sinais motores, que caracterizam o
estagio avancado da doenca. Portanto, é fundamental a compreenséo das
alteracBes patologicas relacionadas com a degeneracdo inicial da
doenca, onde os prejuizos motores ainda ndo sdo evidenciados, porém,
uma série de sintomas ndo-motores Sd0 responsdveis por uma
diminuigdo na qualidade de vida dos pacientes (Stephenson, Siderowf et al.,
2009).

Os modelos animais servem tanto para desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas, quanto para o0 avango no conhecimento e
interpretacdo da fisiopatologia do processo degenerativo. Diversos
modelos animais utilizados se baseiam na administracdo de diferentes
toxinas, como por exemplo: 6-OHDA, MPTP, paraquat, rotenona,
maneb, reserpina (Morato, Lemos et al., 1989; Betarbet, Sherer et al., 2002;
Schober, 2004; Meredith, Sonsalla et al., 2008; Tadaiesky, Dombrowski et al.,
2008). No entanto, ainda ndo foi criado um modelo ideal, pois, para
mimetizar a DP com maior similaridade, um modelo deveria apresentar
caracteristicas de neurodegeneracdo progressiva, lesionar os neurdnios
dopaminérgicos nigroestriatais e outras populacdes especificas (como
por exemplo, darea perirrubrica e substancia tegmental ventral),
neurdnios noradrenérgicos no lécus certleo, serotoninérgicos do nucleo
da rafe, colinérgicos no mesencéfalo, GABAérgicos do estriado, além
de promover a presenca de corpusculos de Lewy. No entanto, o0s
modelos utilizados atualmente estdo longe de abranger todas estas
caracteristicas, acabando por concentrar-se principalmente na lesdo
dopaminérgica da via nigroestriatal, como é o caso do modelo da 6-
hidroxidopamina (6-OHDA). Apesar da grande quantidade de trabalhos
relacionados a modelos animais, ainda hd muito por se descobrir sobre
as alteracBes promovidas por estas toxinas, tanto em ambito biogquimico,
celular, como comportamental.



1.5. Modelo da 6-hidroxidopamina (6-OHDA)

A 6-OHDA foi a primeira toxina utilizada como modelo de DP.
Esta substdncia é captada pelos neurbnios dopaminérgicos e
noradrenérgicos, através de seus relativos transportadores de membrana,
DAT e NAT, respectivamente. No entanto, a substancia néo atravessa a
barreira hematoencefalica, necessitando uma administracdo local.
Normalmente, trés locais sdo utilizados para sua inje¢do: diretamente na
substancia negra, no feixe prosencefalico medial (FPM) ou no estriado
dorsal (complexo caudado-putamen) (Schober, 2004). Ao ser administrada
no local desejado, a toxina é transportada para o citoplasma neuronal.
Uma vez no interior das células, produz radicais livres e disfuncéo
mitocondrial através da inibicdo dos complexos | e IV da cadeira
respiratéria mitocondrial (Alvarez-Fischer, Henze et al., 2008). Mais
especificamente, foi relatado que a ativagdo da proteina quinase pro-
apoptotica Co (PKC9) parece ser o mecanismo responsavel pela indugao
da morte celular, causada pela 6-OHDA (Hanrott, Gudmunsen et al., 2006).

Ao contrario da administracdo de 6-OHDA na substancia negra
ou no FPM, um modelo mais crnico pode ser obtido através da
administragdo da toxina diretamente no estriado dorsal, causando uma
morte progressiva dos neurdnios da substdncia negra pars compacta
(SNpc), como consequéncia da perda dos terminais axdnicos através da
degeneracdo retrograda (Beal, 2001). Além disso, por ter efeito dose-
dependente, tem a possibilidade de ser utilizada para promover uma
lesdo extensa e mimetizar os efeitos motores ou, uma lesdo parcial dos
neurdnios da SNpc, a qual se assemelha aos estagios iniciais da DP
(Bove e Perier, 2011). Além disso, 0 modelo da 6-OHDA possui algumas
vantagens, pois induz uma degeneracdo estdvel e permanente por
diversas semanas, além de nao apresentar uma dependéncia em relacéo a
linhagem, sexo ou idade do animal (Alvarez-Fischer, Henze et al., 2008).
Dependendo do local e dose de injecdo, a 6-OHDA pode provocar
diferentes perfis de morte celular. Quando administrada na SN ou FPB,
0s neurdnios comecam sua degeneracdo apds 24 horas e ndo exibem
uma morfologia apoptética (Bove e Perier, 2011). No entanto, a
administracdo intraestriatal provoca uma degeneracdo retrégrada, que
pode levar de uma a trés semanas para estar completa, com presenca de
morfologia apoptdtica (Sauer e Oertel, 1994; Bove e Perier, 2011). Além
disso, um estudo mostrou que apds a administracdo estriatal de 6-
OHDA, ocorre a expressdo de uma grande quantidade de genes
relacionados aos processos inflamatérios (Na, Dilella et al, 2010).
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Inicialmente, no estriado, a expressao ocorre com maior vigor nos dias 3
e 7, por outro lado, a expressdo génica nigral atingiu seu maximo nos
dias 7 e 14 (Na, Dilella et al., 2010). Portanto, parece que as trés primeiras
semanas posteriores a lesdo sdo fundamentais para a compreensdo do
processo degenerativo, fornecendo dados importantes sobre o impacto
inicial da toxina, recuperagdo e estabelecimento da leséo.

Apesar da lesdo com 6-OHDA ser direcionada a via
dopaminérgica nigroestriatal, a qual esta, em grande parte, relacionada
com a atividade locomotora, sua degeneracdo € capaz de causar efeitos
comportamentais semelhantes, até certa forma, aos sintomas nao
motores da DP, como alteragfes emocionais (ansiedade e depressao) e
cognitivas.

Outro fator que pode alterar os efeitos da lesdo é o sitio de
injecdo. Normalmente é utilizada a terminologia estriado referindo-se &
regido dorsal, pois, anatomicamente, o estriado é divido em dorsal, que
compreende a regido do caudado e putamen e, ventral composta pelo
ndcleo acumbens (Deumens, Blokland et al., 2002). Além disso, por ser uma
estrutura relativamente grande, o estriado dorsal pode ser dividido em
diversas sub-regides (dorsal, ventral, medial e lateral). Em pacientes
com DP, a regido do putamen parece ser o local onde ocorre a maior
deplecdo dopaminérgica (Nyberg, Nordberg et al.,, 1983). Comparando-se
com os roedores, a regido ventrolateral do estriado dorsal parece ser
equivalente ao putamen de seres humanos, a qual recebe uma grande
inervacdo de &reas do neocortex e a projecdo dopaminérgica da
substancia negra (Kirik, Rosenblad et al., 1998). Estudos anteriores em
nosso laboratério mostraram  alteragdes comportamentais e
neuroquimicas promovidas pela injecéo bilateral de 6-OHDA na regido
ventrolateral do estriado dorsal. A dose utilizada ndo foi suficiente para
causar efeitos sobre a locomogao, porém, sintomas do tipo depressivo e
ansiogénico foram observados, caracterizando um modelo pré-motor da
DP (Tadaiesky, Dombrowski et al., 2008; Tadaiesky, Dombrowski et al., 2010).

AlteracBes no comportamento tipo ansiedade, em modelos
animais, ja foram evidenciadas por diversos grupos de pesquisa. Porém,
os resultados obtidos ainda ndo apresentam uma coeréncia sobre o efeito
da 6-OHDA nas diferentes variagdes do modelo. E provavel que as
variac@es dentro do modelo de infusdo intraestriatal, como por exemplo,
local, dose e tempo de recuperacdo, sejam fatores relevantes nos
resultados sobre o comportamento emocional. Alguns estudos
resultaram em efeitos do tipo ansiogénicos (Tadaiesky, Dombrowski et al.,
2008; Chen, Liu et al., 2011; Yan, Xu et al., 2011), enquanto outros relataram
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comportamentos do tipo ansiolitico (Branchi, D'andrea et al., 2008; Branchi,
Dandrea et al., 2010). Portanto, ainda é necessario encontrar os fatores
responsaveis por estas divergéncias, para assim obter um conhecimento
mais profundo das alteracdes neuropatolégicas ocasionadas através da
lesdo nigroestriatal.

Outro fator emocional presente na DP é a redugdo na
capacidade de sentir prazer em eventos normalmente prazerosos,
denominada de anedonia, sendo um dos elementos mais importantes nos
transtornos de depressdo. Este comportamento estd relacionado
diretamente com estruturas do sistema limbico, como a transmissao
dopaminérgica nos nicleos da base (Keedwell, Andrew et al., 2005; Lemke,
Brecht et al., 2006). Além disso, a transmissdo serotoninérgica tem um
papel fundamental neste tipo de transtorno (Haenisch e Bonisch, 2011). No
entanto, a resposta destes neurdnios em relagdo a lesdo dopaminérgica,
bem como seu papel nas alteragbes comportamentais ainda €
controversa. Em diversos estudos realizados desde a utilizagdo do
modelo, resultados conflitantes sobre os niveis de serotonina e seus
metabdlitos foram obtidos. Alguns estudos observaram um aumento nos
niveis de 5-HT e 5-HIAA e aumento na inervacdo serotoninérgica
(Luthman, Bolioli et al., 1987; Commins, Shaughnessy et al., 1989; Zhou, Bledsoe
et al., 1991; Maeda, Kannari et al., 2003; Carta, Carlsson et al., 2007), outros,
uma diminuicdo (Karstaedt, Kerasidis et al., 1994; Tadaiesky, Dombrowski et al.,
2008). Além disso, alguns estudos sugerem que a 5-HT ndo apresenta
alteracdes em relacdo a lesdo com 6-OHDA (Carta, Carlsson et al., 2007;
Eskow Jaunarajs, Dupre et al., 2010; Navailles, Benazzouz et al., 2010). Aliado a
isso tudo, estudos mostraram que citocinas pro-inflamatorias podem
alterar o metabolismo da serotonina em diferentes modelos animais de
inflamac&o. Por exemplo, a administracdo de IL-6, IL-1 ou de LPS pode
aumentar os niveis de 5-HT e 5-HIAA em algumas regides do cérebro
de roedores (Dunn, 1992; Wang e Dunn, 1999; Zhang, Terreni et al., 2001).

Nos ultimos anos, diversos estudos direcionaram seu foco na
participacdo do sistema imunoldgico na DP (Barnum e Tansey, 2010). A
inflamacdo no SNC geralmente é indicada através do acUmulo de
células microgliais, que sdo os macrofagos residentes no tecido nervoso
(Guillemin e Brew, 2004; Long-Smith, Sullivan et al., 2009). Em estado normal
de repouso, as células microgliais, distribuidas no sistema nervoso,
apresentam uma atividade gendmica suprimida (Wood, 2003). Ap6s sua
ativacdo, que pode ser provocada por diversos estimulos, a célula
assume uma forma amebdide onde é capaz de produzir uma grande
quantidade de mediadores neurotdxicos que sdo fundamentais para as
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funcdes de defesa e reparo tecidual. Porém, em algumas condiges
clinicas as células microgliais parecem manter seu estado ativado e
ocasionar toxicidade aos neurbnios (Wood, 2003). Além disso, estudos
tém mostrado que a expressao sustentada de citocinas pro-inflamatdrias
pode ocasionar prejuizos cognitivos e emocionais (Capuron, Neurauter et
al., 2003; Huang, Henry et al., 2008).

No modelo de 6-OHDA, alguns estudos mostraram uma
ativagdo microglial em resposta & administracdo da toxina (Nagatsu e
Sawada, 2005; Na, Dilella et al., 2010). Sabendo-se que a lesdo
dopaminérgica causada por 6-OHDA é capaz de induzir um aumento na
guantidade de mediadores inflamatorios e células microgliais (Barnum e
Tansey, 2010), podemos utilizar este modelo para avaliar a participacdo
do processo inflamatério na DP.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Buscamos neste trabalho entender melhor as alteragbes
neurogquimicas e comportamentais promovidas através da lesdo parcial
da via nigroestriatal avaliando o fator temporal de trés semanas
consecutivas a lesdo. Além disso, foram investigados o
comprometimento das células microgliais e uma possivel relacdo entre
seu recrutamento e as alteragcBes comportamentais, produzidas através
do modelo de 6-OHDA intraestriatal, ao longo do tempo.

2.2. Objetivos Especificos

- Avaliar as alteragbes comportamentais de ratos lesionados
através da administracdo intraestriatal de 6-OHDA nos testes do campo
aberto, labirinto em cruz elevado e consumo de sacarose em diferentes
intervalos de tempo apds a lesdo dopaminérgica.

- Investigar o efeito da administragdo intraestriatal de 6-OHDA
sobre os niveis de monoaminas e seus metabolitos no estriado (DA,
DOPAC, 5-HT, 5-HIAA) através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) em diferentes intervalos de tempo apds a lesdo
dopaminérgica.

- Estudar o efeito da administracdo intraestriatal de 6-OHDA
sobre a acumulacéo de células microgliais, na substancia negra, estriado
e hipocampo, através dos niveis da enzima NAG em diferentes
intervalos de tempo apds a lesdo dopaminérgica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizado ratos Wistar machos, com idade aproximada de
3 meses, pesando entre 250 e 300 gramas. Os animais, fornecidos pelo
biotério central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
foram mantidos em grupos de 5 animais por caixa de moradia (42 x 34 x
17 cm) e mantidas em condi¢des controladas de temperatura e umidade
(22 £ 1 °C), com ciclo claro-escuro de 12 horas. Os animais tinham livre
acesso a agua e comida. Todos os procedimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA/UFSC), registrados no
processo nimero: 23080.011821/2010-12.

3.2. Drogas

6-OHDA (dissolvida em solucdo de NaCl 0.9% com &cido ascorbico
0,1%, Sigma, EUA, 149802) e Cloridrato de Desipramina (dissolvida
em solugdo salina, Sigma, EUA, D3900), Xilazina (10 mg/ml;
Rompun®, Bayer, Brasil) e Quetamina (58 mg/ml; Dopalen®,
Agribrands, Brasil). 1-heptanossulfonato de sodio (Sigma-Aldrich,
EUA, H2766), 3,4-dihidroxifenilacético (Sigma-Aldrich, EUA,
850217), 3,4-dihidroxi-benzilamina (Sigma-Aldrich, EUA, 858781),
Acido 5-hidroxi-indolacético (Sigma-Aldrich, EUA, H8876), Acido
Citrico (Sigma-Aldrich, EUA, 251275), Acido Etilenodiamino tetra-
acético (Sigma-Aldrich, EUA, E0399), Cloridrato de Dopamina (Sigma-
Aldrich, EUA, H8502), Cloridrato de Serotonina (Sigma-Aldrich, EUA,
H9523), Fosfato de S6dio Monobasico (Merck, 6346), Metabissulfito de
Sédio (Sigma-Aldrich, EUA, 255556).

3.3. Administracao intraestriatal de 6-OHDA

Os animais foram tratados com desipramina (20 mg/kg) 30
minutos antes da injecdo de 6-OHDA. Para anestesiar os animais foram
foi utilizada uma solucdo de Xilazina e Quetamina (1:2), administrada
via intraperitoneal na dose de 1ml/kg (solucdo/peso corporal). Apés a
adaptacdo do animal ao aparelho estereotaxico, realizou-se a assepsia,
com alcool iodado, da area desejada. Uma solucdo de 2,5 pl contendo 12
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Hg de 6-OHDA ou apenas 2,5 pl do veiculo (grupo sham) foi injetada
simultaneamente, através de uma bomba de infusdo, em cada estriado
(1.1 mm antero-posterior, 3.2mm médio-lateral e 6.2mm dosro-ventral
em relacdo ao Bregma), & uma velocidade de 0.5 pl/min, utilizando-se
uma seringa Hamilton de 10 pL com agulha de calibre 28. Para que a
agulha mantivesse sua direcdo, duas canulas foram utilizadas, as quais
desciam 1,8 mm a partir do Bregma (Figura 2). Ap6s a inje¢do as
agulhas permaneceram no local por 2 min para permitir uma difuséo
completa da solugdo, em seguida a agulha e a canula foram retiradas
(Tadaiesky, Dombrowski et al., 2008).

Figure 24 ]

b Interaural 10.08 mm Bregma 1.08 mm |

Figura 2. Esquema ilustrando o local da inje¢do da 6-OHDA, bem
como o posicionamento das canulas. Figura adaptada de Paxinos
(Paxinos e Watson, 2007).

3.4. Cronograma Experimental

Trés grupos experimentais distintos foram utilizados, sendo que
a Unica variavel entre eles foi o tempo de espera, apds a cirurgia, até a
sequéncia de experimentos (Figura 3). Os intervalos foram de 7, 14 e 21
dias. Ja a sequéncia de experimentos consistiu, primeiramente, no teste

13



_ sel8au sepuesqns ¢

dos

do campo aberto, no dia seguinte o teste do labirinto em cruz elevado e,

Itimos dias foi realizado o teste do consumo de sacarose, sendo

que no ultimo dia procedeu-se a eutanasia dos animais.

és U

nos tr

OVN 2p 3pepliAny | odwedodiy T e
_ opeu1s3 T jﬂlﬂ"ll
2 b
_ T1dH _ : _, opeLsI T 0g303ssia
og3oassia oso0Jedes OpeA3|a Znid ouage seuBwWwas £ (€ odruo)
8p ownsuo) we ojuuige] odwe) eidanin
szela sz ‘vz ‘eTeld Zzeg Tz ela T80seld
a50JeJes OpEA3|2 ZNJ42 ouaqe (z odnug)
ogdoass| — — —
- 1a 8p ownsuo) wa ojuuige] odwe) SeuBluas ei8inip
sTela 8T L10T Bl ST ela T eld T20sed
a504B2ES opeAs|e Znid ouaqe (1 odnin)
oedoassi — — —
= a ap ownsuo) wa ojuuige odwe) BUBLISS T eidanin
1T EIQ TT'0T‘6581Q gelg Lela T2 0selq

ilustrando a sequéncia cronoldgica

Esquema

Figura 3.

experimentos.

14



3.5. Testes Comportamentais

3.5.1. Teste do Campo Aberto

Para avaliarmos possiveis alteracdes motoras, os animais foram
testados durante 5 minutos no campo aberto (Figura 4). O aparato, feito
de madeira e formica, é formado por um ch&o de cor cinza (100 x 100
cm), com paredes brancas de 40 cm de altura. Durante os experimentos,
um sistema de caAmera de video, posicionado sobre o aparato, capturou
as imagens que foram analisadas posteriormente pelo programa ANY -
Maze (Stoelting, USA) (Bailoo, Bohlen et al., 2010). A distancia percorrida
e a velocidade média foram utilizadas como pardmetro de atividade
locomotora esponténea.

Figura 4. llustracio representativa do campo aberto.
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3.5.2. Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O aparato, feito de madeira, consiste de dois bragos abertos (50
x 10 cm), opostos a dois bracos fechados (50 x 10 x 10 cm), elevados 60
cm acima do chdo (Figura 5). Cada animal foi colocado na plataforma
central de frente para o um braco fechado e, observados durante um
periodo de 5 min. Os seguintes parametros foram mensurados: nimero
de entradas nos bragos abertos e nos bragos fechados, o tempo de
permanéncia nos bracos abertos e nos bragos fechados. Foi considerada
uma entrada quando as quatro patas do animal estavam no interior do
braco. Além disso, serd utilizado o nimero total de entradas nos bragos
fechados como uma medida de locomogao (Cruz, Frei et al., 1994).

Figura 5. llustragdo representativa do Labirinto em Cruz Elevado
(LCE).
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3.5.3. Teste do Consumo de Sacarose

Os animais foram separados individualmente e habituados,
durante as 24 horas iniciais, com duas garrafas de dgua. Em seguida,
uma das garrafas foi substituida por uma solugdo de sacarose (0,8%),
permanecendo por 48 h nesta situacdo. A posicdo das garrafas foi
invertida ap6s as primeiras 24 horas (Figura 6). O consumo foi medido
pesando-se as garrafas, no mesmo horario, durante os trés dias (Slattery,
Markou et al., 2007; Tadaiesky, Dombrowski et al., 2008). A porcentagem de
preferéncia por sacarose foi calculada de acordo com a formula:
Porcentagem de preferéncia por sacarose = (Consumo de sacarose/Peso
do animal) / Consumo total x 100, onde o consumo total = (Consumo de
solucdo de sacarose/Peso do animal)*100 + (Consumo de agua/Peso do
animal)*100 .

s
Agua

é Sacarose 0,8%

Habituacdo
24 horas

Teste
24 horas

Teste
24 horas

Figura 6. Esquema representativo do teste do Consumo de Sacarose.

3.6. Testes Neuroquimicos

3.6.1. Determinacéo dos niveis cerebrais de monoaminas através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Para verificar o efeito da lesdo estriatal sobre as concentragdes
de monoaminas, analisamos o conteldo estriatal de dopamina (DA),
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serotonina (5-HT) e seus metabolitos, o acido 3,4-dihidroxifenilacético
(DOPAC) e o &cido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando-se um
método adaptado de Linder e colaboradores (Linder, Diaz et al., 2008). Trés
grupos, nos intervalos de uma, duas e trés semanas apos a lesdo, foram
submetidos & eutandsia por decapitagdo e seus cérebros removidos. Em
seguida, foram submetidos por 5 segundos a uma solugéo salina a 4°C.
Rapidamente, as estruturas foram removidas e congeladas. O estriado de
um hemisfério foi selecionado para analise em HPLC e, mantido a -
80°C em uma solugdo de 0,1 M de &cido perclérico contendo 0,02% de
metabisulfito de sédio e uma concentracdo conhecida de
dihidroxibenzilamina (DHBA), como padrdo interno. Em cada grupo,
metade das amostras foi oriunda do hemisfério esquerdo, enquanto que a
outra metade foi proveniente do hemisfério direito. Como ndo houve
diferenca entre as concentragcdes de monoaminas entre os hemisférios,
o0s dados foram agrupados em um Gnico grupo.

O equipamento utilizado para quantificacdo foi um sistema
modular de cromatografia liquida de alta eficiéncia da marca Waters,
modelo Alliance €2695, composto por uma bomba quaternaria, um
desgaseificador, um injetor automatico refrigerado, além de um
aquecedor de coluna, sendo o mddulo acoplado a um detector
eletroquimico amperométrico modelo Waters 2465 (Waters, Milford,
MA, USA). A célula analitica de fluxo é composta de um eletrodo de
trabalho de carbono vitreo (GC-WE) com 2 mm de diametro e, operado
em corrente continua ajustada a um potencial de oxidacao de +400 mV
versus a um eletrodo de referéncia de Ag/AgCI in situ (ISAAC) e um
eletrodo auxiliar de aco inoxidavel. O programa computacional utilizado
para controle, aquisicdo e processamento dos dados foi 0 Empower 2 ®
(Waters Co.).

A fase mével foi composta por 90 mM de fosfato de sodio
monobasico, 50 mM de &cido citrico, 1,7 mM de 1-heptanosulfonato de
sodio, 50 uM de EDTA dissodico, 10% de Acetonitrila (CH3CN) e
H20 ultrapura (Milli-Q, Millipore). A fase mével teve o pH ajustado
para 3,0 com hidrdxido de sddio e, em seguida, a fase mdvel foi filtrada
através de uma membrana de acetato de celulose com porosidade de
0,45 uM (Millipore) e desgaseificada a vacuo em banho de ultrassom de
40 kHZ por 10 minutos.

O fluxo foi bombeado de modo isocratico a 0,30 mL por minuto,
através de uma coluna de fase reversa (C18) modelo Synergi Hydro-RP,
150 mm de comprimento e 2 mm de didmetro interno, empacotada com

18



particulas de 4uM de didmetro (Phenomenex, Torrance, USA). A coluna
foi protegida por uma guarda coluna (C18) com 20 mm de comprimento
e 2 mm de didmetro interno (Alltech, Deerfield, USA), ambas utilizadas
na temperatura de 35°C. Para equilibrio completo da coluna
cromatografica a fase mével foi bombeada a um fluxo de 0,1 ml/min.
durante 12 horas (“overnight”) antes de iniciar as analises.

As amostras de tecido foram submetidas a um banho de
ultrassom, de 40 kHZ, por 10 minutos. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 15.000 RPMs durante 20 min, a 4°C. O sobrenadante foi
mantido em microtubos do autoinjetor a uma temperatura de 4°C e uma
aliquota de 20 pL de cada amostra foi injetada no cromatografo a cada 8
minutos.

As amostras foram quantificadas através das curvas de calibragéo
construidas como os padrdes dos analitos dissolvidos em 0,1 M de &cido
perclérico contendo 0,02% de metabisulfito de s6dio. As concentragdes
das curvas foram de 20, 50, 100, 250, 500, 1.000, 2.000 ng/mL de cada
analito. A partir da analise das amostras de calibracdo, a equacdo da
curva de calibracdo foi determinada por regressdo linear pelo método
dos minimos quadrados. A curva de calibragdo foi tracada langando-se
no eixo “x” as diferentes concentragtes das soluces padrdes versus a
area dos picos de cada analito que foi langada no eixo “y”. Para o
calculo das concentragcBes dos analitos nas amostras obtidas nos
experimentos empregou-se a equagdo y= ax + b , onde x é a
concentracdo do analito na amostra (ng/mL) e y € a area extraida dos
picos do analito nos cromatogramas, a é a inclinagdo da reta e b o valor
do intercepto. Finalmente, os valores obtidos foram expressos em
nanogramos por miligrama de tecido Umido.

3.6.2. Determinacéo da atividade da enzima N-acetil-
glucosaminidase (NAG)

A acumulacdo de macrofagos no tecido nervoso foi
quantificada, indiretamente, através da determinacdo dos niveis da
enzima N-acetilglucosaminidase (NAG). Para isso, um hipocampo, um
estriado e duas substdncias negra foram coletadas na disseccao,
juntamente com a coleta das amostras para analise em HPLC. As
amostras foram homogeneizadas em tampdo 1 (NaCl 0,1 M; NaPO4
0,02 M; Na/EDTA 0,015 M; pH 7,4) e centrifugadas a 10.000 r.p.m. por
15 minutos a 4 °C. Em seguida, foi adicionado NaCl 0,2 % e ap6s 30
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segundos NaCl 1,6 % contendo glicose 5 %. Posteriormente, a solugdo
foi centrifugada a 10.000 r.p.m. por 15 minutos a 4°C. O precipitado
formado foi suspenso em tampdo 2 (NaPO4 05 M e 5 % de
hexadeciltrimetilamonio (H-TAB); pH 5,4), as amostras obtidas foram
congeladas e descongeladas 3 vezes em nitrogénio liquido. Ap6s o
altimo descongelamento, as amostras foram centrifugadas novamente a
10.000 r.p.m. por 15 minutos a 4°C; e 25 ul do sobrenadante foram
utilizados para o ensaio de atividade da NAG. A reacdo enzimatica para
NAG foi realizada pela adi¢do de 25 pl de p-nitrofenil-2-acetamida p-D-
glucopiranosida 2,25 mM e 100 pl de tampdo citrato (pH 4,5). A
absorbancia foi medida por leitor de microplaca (Elisa) Multiskan FC-
Thermo Scientific em 405 nm. Os resultados foram expressos como
densidade Optica por miligrama de tecido (Lloret e Moreno, 1995; Pimentel,
Pinheiro et al., 2011).

3.7. Analise Estatistica

Os valores foram expressos pela média + erro padrdo da média
(E.P.M.) e as comparagdes estatisticas foram realizadas através da
andlise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida pelo teste post-hoc
de Newman-Keuls. O programa utilizado para andlise estatistica foi o
Statistica versdo 8.0 (StatSoft Inc, Tulsa OK, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1. Testes Comportamentais

4.1.1. Efeito do tratamento com 6-OHDA na atividade locomotora
espontéanea no teste do campo aberto

Os resultados do teste do campo aberto, expressos na Figura 7,
ilustram o efeito da administracdo de 6-OHDA sobre a atividade
locomotora espontanea dos animais (n=9-17). A analise de variancia
(ANOVA) de duas vias (tratamento Xx tempo) sobre a distancia
percorrida (Figura 7, A) revelou um efeito significativo para o fator
tratamento [F(5,83) = 4,576; P<0,05] e, para o fator tempo [F(5,83) =
3,912; P<0,05]. Porém, a interagcdo entre os fatores ndao resultou em
significancia estatistica [F(5,83) = 1,405; P>0,05]. A andlise
subsequente através do teste post-hoc de Newman-Keuls indicou
diferenca significativa entre o grupo 6-OHDA da primeira semana em
relacdo aos grupos da segunda e terceira semana, mas ndo com 0 grupo
Sham da primeira.

A ANOVA sobre a velocidade média, durante o teste do campo
aberto (Figura 7, B), resultou em um efeito significativo para o fator
tratamento [F(5,72) = 5,302; P<0,05] e, para o fator tempo [F(5,72) =
3,320; P<0,05], mas ndo para a interagdo entre ambos [F(5,72) = 0,521,
P>0,05]. Apds, a analise de Newman-Keuls revelou uma diferenca
apenas entre o grupo 6-OHDA da primeira semana com o grupo Sham
da terceira semana.
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Figura 7. Efeito da administracdo bilateral de veiculo ou 6-OHDA (12
Mg por injecdo) sobre a atividade locomotora espontanea no teste do
campo aberto. Os valores estdo expressos pela média + E.P.M. #P<0,05
(em comparagdo com aos grupos da segunda e terceira semana) através
da ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Newman-Keuls.

4.1.2. Efeito do tratamento com 6-OHDA no teste do labirinto em
cruz elevado (LCE)

A Figura 8 (A) ilustra o efeito da administragcdo de 6-OHDA, no
LCE, em relagdo ao tempo total de permanéncia no brago aberto (n=10-
17). A ANOVA revelou um efeito significativo no fator tratamento
[F(5,81) = 23,61; P<0,001], mas ndo no tempo [F(5,81) = 1,14; P>0,05]
ou na interagdo entre os fatores [F(5,81) = 0,03; P>0,05]. No teste de
Newman-Keuls, os grupos 6-OHDA diferiram significativamente de
seus respectivos grupos Sham.

Em relacdo ao nimero de entradas no bragco aberto (Figura 8,
B), a ANOVA mostrou um efeito significativo no tratamento [F(5,81) =
23,61; P<0,001], mas ndo no tempo [F(5,81) = 1,14; P>0,05] ou na
interacdo entre os fatores [F(5,81) = 0,03; P>0,05]. O subsequente teste
de Newman-Keuls revelou uma diferenca significativa entre os grupos
6-OHDA da primeira e terceira semana com Seus respectivos grupos
Sham.

Ja o namero total de entradas (Figura 8, C), apresentou
diferenca significativa para o fator tempo [F(5,73) = 6,089; P<0,05],
mas ndo para os fatores tratamento [F(5,73) = 0,101; P>0,01] ou para a
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interacdo entre os fatores [F(5,73) = 0,683; P>0,05]. No entanto, o teste
de Newman-Keuls ndo apresentou diferenca significativa entre os
grupos.
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Figura 8. Efeito da administracdo bilateral de veiculo ou 6-OHDA (12
Hg por injecdo) no teste do labirinto em cruz elevado. (A) Tempo total
de permanéncia nos bracos abertos, (B) nimero total de entradas nos
bracos abertos e (C) numero total de entradas. Os valores estdo
expressos pela média + E.P.M. *P<0,05 (em comparagéo com o grupo
Sham do mesmo dia, através da ANOVA de duas vias seguido pelo teste
de Newman-Keuls).
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4.1.3. Efeito do tratamento com 6-OHDA no teste do consumo de
sacarose

A Figura 9 ilustra os efeitos da administracdo de 6-OHDA no
teste do consumo de sacarose (n=8-10), a ANOVA revelou uma
diferenca significativa sobre o fator tratamento [F(5,48) = 13,13;
P<0,001], mas ndo para os fatores tempo [F(5,48) = 0,31; P>0,05] e
interacdo entre ambos [F(5,48) = 2,33; P>0,05]. O subsequente teste de
Newman-Keuls mostrou que os grupos 6-OHDA da primeira e terceira
semana diferiram significativamente dos seus respectivos grupos Sham.
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Figura 9. Efeito da administracdo bilateral de veiculo ou 6-OHDA (12
Hg por injecdo) no teste do consumo de sacarose. Os valores estdo
expressos pela média + E.P.M. ¥*P<0,05 (em comparagdo com 0 grupo
Sham do mesmo dia, através da ANOVA de duas vias seguido pelo teste
de Newman-Keuls).

4.2. Niveis encefalicos de monoaminas (HPLC)

A figura 10 ilustra os niveis cerebrais de (A) dopamina, (B)
DOPAC, (C) serotonina e (D) acido 5-hidroxiindolacético no estriado
dos grupos sham e 6-OHDA (n=6-11).

Sobre os niveis de dopamina (Figura 10, A), a ANOVA revelou
uma diferenca significativa para o fator tratamento [F(5,50) = 65,61;
P<0,001], mas ndo para o fator tempo [F(5,50) = 2,47; P>0,05] ou a
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interacdo entre os fatores [F(5,50) = 1,43; P>0,05]. O teste de Newman-
Keuls mostrou uma diferenca significativa entre todos os grupos 6-
OHDA e seus respectivos grupos Sham. Além disso, o grupo 6-OHDA
do dia 25 diferiu significativamente dos grupos 6-OHDA dos dia 11 e
18.

J4 em relacdo aos niveis do DOPAC (Figura 10, B), a ANOVA
mostrou uma diferenca significativa para o fator tratamento [F(5,50) =
70,59; P<0,001] e para o fator tempo [F(5,50) = 4,53; P<0,01], mas ndo
para a interacdo entre ambos [F(5,50) = 0,77; P>0,05]. O subsequente
teste de Newman-Keuls revelou uma diferenca entre todos os grupos 6-
OHDA e seus respectivos grupos Sham. Ainda, o grupo 6-OHDA do dia
25 foi diferente dos grupos 6-OHDA do dia 11 e 18.

Sobre os niveis de serotonina (Figura 10, C), a ANOVA revelou
uma diferencga no fator tratamento [F(5,50) = 20,04; P<0,001], mas ndo
no fator tempo [F(5,50) = 0,28; P>0,05] ou na interagdo entre ambos
[F(5,50) = 0,90; P>0,05]. O teste de Newman-Keuls mostrou uma
diferenca significativa entre o grupo 6-OHDA do dia 11 e seu respectivo
grupo Sham.

Na andlise sobre os niveis de 5-HIAA (Figura 10, D), a
ANOVA resultou em uma diferenca no fator tratamento [F(5,50) =
10,08; P<0,01], mas ndo no fator tempo [F(5,50) = 0,40; P>0,05] ou na
interacdo entre os fatores [F(5,50) = 0,97; P>0,05]. J& o teste de
Newman-Keuls mostrou uma diferenca significativa entre o grupo 6-
OHDA do dia 11 e seu respectivo grupo Sham.
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Figura 10. Efeito da administracdo de veiculo ou 6-OHDA (12 ug por
injecdo) no estriado sobre os (A) niveis de dopamina (DA), (B) acido
3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), (C) serotonina (5-HT) e (D) acido
5-hidroxiindolacético (5-HIAA) no estriado de ratos. Os valores estdo
expressos pela média + E.P.M. *P<0,05 em comparagdo com o grupo
Sham do mesmo dia e #P<0,05 em comparagido ao grupo 6-OHDA dos
dias 11 e 18 (comparados através da ANOVA de duas vias seguido pelo
teste de Newman-Keuls).
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4.3. Determinacgdo da atividade da enzima N-acetil-glucosaminidase
(NAG)

Em relacdo aos niveis de NAG no estriado (Figura 11, A) de
ratos (n=4-5), a ANOVA resultou em uma diferenca significativa para
os fatores tratamento [F(5,23) = 5,652; P<0,05], tempo [F(5,23) = 4,387;
P<0,05] e interagdo entre ambos [F(5,23) = 3,431; P<0,05]. No teste de
Newman-Keuls, os grupos 6-OHDA dos dias 10 e 24 diferiram
significativamente dos seus respectivos grupos Sham.

O grupo controle ndo foi incluido nas comparagdes estatisticas,
pois ndo passou pelo procedimento cirdrgico e nem pelos testes,
servindo apenas como parametro de comparacao grafica.

Em relagdo aos niveis de NAG no hipocampo (Figura 11, B)
(n=4-5), a ANOVA também resultou em um efeito significativo para
todos os fatores, tratamento [F(5,23) = 26,77; P<0,001], tempo [F(5,23)
= 11,81; P<0,001] e interacdo entre os fatores (tratamento x tempo)
[F(5,23) = 10,20; P<0,001]. O teste de Newman-Keuls revelou uma
diferenca significativa entre os grupos 6-OHDA dos dias 10 e 24 com
seus respectivos grupos Sham.

Ja na SN (Figura 11, C) (n=4-5), a analise estatistica apresentou
um efeito significativo apenas para o fator tratamento [F(5,20) = 4,693;
P<0,05]. O fator tempo [F(5,20) = 2,798; P>0,05] e a interacdo dos
fatores [F(5,20) = 2,666; P>0,05] ndo apresentaram diferencas
significativas.
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Figura 11. Efeito da administracdo de veiculo ou 6-OHDA (12 ug por
injecdo) no (A) estriado, (B) hipocampo e (C) substancia negra sobre o0s
niveis de NAG. Os valores estdo expressos pela média + E.P.M.
*P<0,05 (em comparagdo com o grupo Sham do mesmo dia, através da
ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Newman-Keuls).
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo confirmam e estendem
resultados da literatura em que a administragdo bilateral de 6-OHDA no
estriado de ratos induz uma queda progressiva nos niveis de dopamina
no estriado, bem como alteragbes nos niveis de serotonina. Esta
deplecdo dopaminérgica se manteve ao longo de 25 dias. Além disso,
nossos resultados mostraram variagdes na emocionalidade relativas ao
curso temporal entre a exposicao a toxina e os testes comportamentais.
Efeitos do tipo ansiogénico também foram detectados em todos os
intervalos testados, porém, o comportamento do tipo anedonia foi mais
pronunciado durante a primeira e terceira semana. E importante destacar
que ndo foram observadas alteracbes na atividade locomotora
espontanea, sugerindo que os efeitos emocionais representam uma fase
pré-motora da DP. Ao menos no nosso conhecimento, acreditamos que
0 presente estudo é pioneiro em demonstrar um aumento nos niveis de
células microgliais no hipocampo de ratos lesionados com 6-OHDA.
Estes resultados reforcam as hipGteses sobre a participacdo de um
processo neuroinflamatério associado a degeneragdo da via
nigroestriatal.

Diversos neurotransmissores estdo relacionados com 0s
transtornos de ansiedade, e a dopamina é um deles, estando associada
com a etiologia e expressdo da ansiedade (Taylor, Riblet et al., 1982; De La
Mora, Gallegos-Cari et al., 2010). Nossos resultados mostraram uma
diminuicdo, na dopamina estriatal, de 36, 42 e 62% nos dias 11, 18 e 25,
respectivamente. No entanto, 0s mecanismos exatos responsaveis pelas
alteracGes do tipo ansiedade, nos modelos da DP, ainda ndo estdo
completamente elucidados. Porém, se sabe que a amigdala basolateral
tem um papel fundamental na regulagdo nos comportamentos
relacionados com a ansiedade (Davis, Rainnie et al., 1994; Ledoux, 2000) €,
recebe projecBes neuronais de diversas areas, dentre elas a area
tegmental ventral. Recentemente, foi mostrado que a lesdo estriatal
bilateral de 6-OHDA produz morte celular ndo apenas na substancia
negra, mas também dos neurbnios dopaminérgicos da area tegmental
ventral (ATV) (Chen, Liu et al., 2011). Portanto, é muito provavel que a
administracdo intraestriatal de 6-OHDA, no presente estudo, possa ter
lesionado de forma parcial os neurénios dopaminérgicos da ATV, estes
por sua vez, responsaveis pela regulacdo dos comportamentos de
ansiedade através da projecdo amigdalar, resultando no comportamento
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ansiogénico encontrado em todas as avaliagfes do labirinto em cruz
elevado.

Além disso, o cortex pré-frontal medial (CPFM) pode estar
participando deste efeito ansiogénico, pois, se sabe que a deplecdo
dopaminérgica nesta regido é capaz de induzir uma diminuicdo
significativa no tempo de permanéncia de ratos no brago aberto do LCE
(Espejo, 1997). Ainda, as proje¢des dopaminérgicas da ATV sdo
amplamente distribuidas no cdrtex pré-frontal (Beckstead, Domesick et al.,
1979; Albanese e Bentivoglio, 1982) e, como mencionado acima, estas
projecdes parecem estar comprometidas apos a lesdo intraestriatal com
6-OHDA. Contudo, ainda sdo necessarios estudos adicionais para
identificar qual a participacdo exata destas estruturas sobre as
manifestacfes ansiogénicas promovidas no modelo de 6-OHDA, pois,
se sabe que os sintomas de ansiedade na DP apresentam caracteristicas
clinicas peculiares, formando um subtipo de ansiedade peculiar desta
doenca (Pontone, Williams et al., 2011).

O estriado dorsal de roedores, que corresponde ao caudado e
putamen dos seres humanos, é composto por neurénios GABAérgicos,
denominados neurdnios espinhosos médios (NEMs), correspondendo
cerca de 90% dos neurdnios do estriado dorsal. (Mathur e Lovinger, 2012).
O modelo classico do controle do movimento esta relacionado com duas
projecdes paralelas nos ganglios da base, formadas por NEMs. A via
direta que se projeta até a substancia negra e facilita 0 movimento, e, a
via indireta que atinge o globo pélido e inibe 0 movimento (Kravitz,
Freeze et al., 2010). Este sistema é modulado por duas inervagdes
monoaminérgicas, uma delas é a via dopaminérgica oriunda da
substancia negra, a outra, com menor densidade de fibras, é a via
serotoninérgica que parte do nucleo dorsal da rafe (Delong e Wichmann,
2009; Mathur e Lovinger, 2012). Portanto, a lesdo desta via dopaminérgica
esta diretamente relacionada com prejuizos na locomogdo espontanea.
Além disso, estudos mostram que a dose de 6-OHDA utilizada esta
diretamente relacionada com a magnitude do prejuizo motor,
aumentando conforme a dose e consequentemente a extensdo da lesdo
(Lee, Sauer et al., 1996). Pequenas doses, capazes de degenerar uma branda
porcdo de neurdnios, ndo sdo capazes de induzir prejuizos motores (Sauer
e Oertel, 1994; Lee, Sauer et al., 1996).

Apds a administracdo intraestriatal de 6-OHDA, a toxina é
captada pelos transportadores de dopamina e noradrenalina. A
administracdo prévia de desipramina é capaz de inibir sua captacdo
pelas fibras noradrenérgicas. Apds a captacdo de 6-OHDA, 0 processo
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de degeneracdo retrograda € iniciado. Estudos mostram que, 24 horas
apos a injecdo estriatal de 6-OHDA, pode-se observar uma densa
degeneracao dos botdes sindpticos dos terminais nigroestriatais (Hokfelt e
Ungerstedt, 1973). Neste mesmo periodo, também ocorre uma diminuicéo
na imunoreatividade a enzima tirosina hidroxilase (presente em
neurdnios dopaminérgicos), que atinge seu maximo de redugdo cinco
dias apds a injecdo (Jenkins, O'shea et al., 1993). Porém, estes periodos
podem variar conforme a dose da toxina e o local de injecéo.
Observamos em nosso estudo uma deplecdo nos niveis de dopamina
desde a primeira avaliagdo, continuando em queda pelo menos 25 dias
apos a lesdo. Esta diminuicdo foi, provavelmente, devida a degeneracéo
dos terminais dopaminérgicos estriatais e, em UGltima instancia, pela
morte dos neurdnios situados na SNpc, como ja esta bem relatado na
literatura (Sauer e Oertel, 1994; Lee, Sauer et al., 1996). Por outro lado, a
serotonina teve seu nivel estriatal elevado apenas 11 dias apds a
cirurgia, apesar da tendéncia nos intervalos posteriores, ndo foi
significativamente diferente. Por problemas técnicos os niveis de
noradrenalida e monoaminas hipocampais ndo foram incluidos no
presente estudo.

As fibras dopaminérgicas e serotoninérgicas do estriado
interagem entre si, sendo a primeira encontrada mais densamente em
relacdo a segunda nesta estrutura (Zhou, Bledsoe et al., 1991). Segundo
Zhou, esta diferenca na densidade, associada com fatores troficos,
receptores especificos e matriz extracelular, determina as caracteristicas
do sistema de fibras para cada regido do sistema nervoso. Assim, a
alteracdo neste equilibrio dindmico, como por exemplo, uma
desnervacdo dopaminérgica, pode evocar alteracBes na densidade e
sensibilidade de receptores, além de reorganizar a densidade das fibras e
guantidade de neurotransmissores. Em seu trabalho, uma lesdo
dopaminérgica na substancia negra resultou, dois meses ap6s, em um
aumento na densidade das fibras serotoninérgicas no estriado, além do
aumento nos niveis de serotonina na mesma estrutura (Zhou, Bledsoe et al.,
1991). Além disso, administracBes intraventriculares de 6-OHDA
também aumentam os niveis de serotonina do estriado (Commins,
Shaughnessy et al., 1989). Recentemente, um estudo post-mortem observou
que as pessoas portadoras da DP apresentaram maior quantidade de
inervacbes serotoninérgicas no estriado, avaliada através da
imunoreatividade ao transportador de serotonina, provavelmente
resultado de um mecanismo de compensacdo a degeneracdo
dopaminérgica (Bedard, Wallman et al., 2011).
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O nivel elevado de 5-HT, encontrado 11 dias ap0ds a lesdo, ndo
foi semelhante ao trabalho anterior realizado em nosso laboratdrio
(Tadaiesky, Dombrowski et al., 2008), porém o local escolhido para a leséo
pode ter sido responsavel por esta diferenca. Como neste trabalho o sitio
da injecdo foi 1 mm acima e, sabendo que a distribuicdo das terminagdes
serotoninérgicas no estriado € heterogénea, ao contrario da dopamina, e
que os niveis de 5-HT podem variar cerca de 2 a 3 vezes em relacdo a
disposi¢do vertical (ventral-dorsal) do estriado (Beal e Martin, 1985).
Podemos sugerir que o local da degeneragdo dopaminérgica pode
influenciar a resposta dos neurbnios serotoninérgicos devido a sua
distribuicdo heterogénea, j& que dependendo do local da lesdo pode
haver uma alta ou baixa quantidade de terminagdes serotoninérgicas no
local. Isto poderia explicar porque muitos trabalhos apresentam
resultados distintos em relagdo a resposta serotoninérgica mediante a
lesdo com 6-OHDA.

Além disso, estudos ja relataram diminuicdo da atividade
locomotora espontdnea em ratos como resultado do aumento da
serotonina, seja através da administracdo sistémica do precursor
triptofano (Stewart, Growdon et al., 1976), ou através da injecdo
intraventricular de 5-HT (Green, Gillin et al., 1976; Warbritton, Stewart et al.,
1978). Assim, a tendéncia de diminuicdo na atividade locomotora
observada 7 dias apds a cirurgia pode estar relacionada com o aumento
dos niveis de serotonina encontrados no estriado, quando avaliados 10
dias ap6s a cirurgia. Tornando assim a primeira semana apds a cirurgia
um intervalo de tempo ainda passivel de algum tipo de influéncia
motora, onde as estruturas afetadas ndo foram capazes de se reorganizar
em resposta a lesdo neuronal. Como mencionado na introdugdo, para
que os sinais motores se tornem visiveis, o conteldo de dopamina
estriatal em humanos ja deve estar diminuido em cerca de 80% (Vives-
Bauza, De Vries et al., 2009), nimeros semelhantes foram encontrados em
um modelo de lesdo unilateral com 6-OHDA, onde foi necessaria uma
queda de 80% no conteldo de dopamina do estriado para que resultasse
em prejuizos motores no teste de coordenacdo da pata (Chang, Wachtel et
al., 1999). Portanto, apesar da dopamina apresentar 0s menores niveis na
Gltima semana, com uma diminuicdo de 62%, ainda assim ndo foi
suficiente para causar um prejuizo na atividade locomotora espontanea.

Embora a queda nos niveis de dopamina tenha sido
relativamente elevada, a auséncia de um prejuizo na atividade
locomotora faz com que possamos descartar uma influéncia de um
prejuizo motor nos subsequentes testes comportamentais do tipo
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anedonia e ansiedade, aproximando o modelo a um estagio pré-motor da
DP.

Outro sintoma relacionado com fases anteriores ao
comprometimento motor sdo 0s transtornos depressivos. A falta de
prazer em resposta a estimulos anteriormente gratificantes é denominada
anedonia, sendo uma caracteristica importante para o diagnostico de
depressdo (Keedwell, Andrew et al., 2005). O sistema neural responsavel por
esta recompensa prazerosa estd relacionado com a liberacdo de
dopamina na regido ventral do caudado e putamen, em seres humanos e
roedores (Breiter, Gollub et al., 1997; Drevets, Gautier et al., 2001; Senior, 2003;
Keedwell, Andrew et al., 2005; Van Der Meer e Redish, 2011). Portanto, é
provavel que a disfuncdo dopaminérgica provocada pela lesdo no
estriado ventral seja um dos principais fatores responsaveis pelo
aparecimento de comportamento tipo anedénico nos animais lesionados.

Apesar da queda nos niveis de dopamina permanecer durante 0s
25 dias avaliados, foram encontradas flutuagGes no comportamento tipo-
depressivo ao longo do tempo, 0 que sugere a participacdo de outros
fatores além da disfuncdo dopaminérgica. Estas flutuagfes também sdo
encontradas em diferentes modelos da DP em ratos, como MPTP, 6-
OHDA e LPS administradas na substancia negra (Santiago, Barbieiro et al.,
2010). No entanto, o impacto causado pelo insulto ainda ndo
administrado ou até mesmo por perturbacBes sutis no comportamento
motor, podem ser responsaveis pelas manifestacdes emocionais durante
o0 periodo inicial. Assim, uma semana ap6s o tratamento com 6-OHDA
no estriado parece ser um periodo muito curto para se estudar os efeitos
do tipo ansiedade e depressdo, havendo uma maior influéncia de outros
fatores.

Além da reorganizacédo nas inervac0es estriatais, a morte celular
dopaminérgica também ocasiona uma resposta do sistema imune inato.
Um estudo recente mostrou que a necrose de neur6nios é capaz de ativar
células microgliais responsaveis por respostas pro-inflamatorias e,
potencialmente capazes de produzir um efeito neurotoxico (Pais,
Figueiredo et al., 2008). Assim, um estimulo danoso, como a administracdo
de 6-OHDA no estriado, pode levar a uma ativacdo microglial, e
consequente, producdo de citocinas pré-inflamatérias (Chung, Ko et al.,
2010). Aliado a isso, diversos pesquisadores ja relataram a atividade
microglial aumentada na SN apds a administracdo de 6-OHDA via
intraestriatal (He, Appel et al., 2001; Depino, Earl et al., 2003).

Desde que estudos post-mortem mostraram niveis elevados de
células do sistema imunologico inato no encéfalo de pacientes com DP,
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inimeros estudos foram direcionados nesta linha (Lee, Tran et al., 2009).
Sob condic¢des normais, a microglia esta distribuida uniformemente no
SNC, em estado de repouso, podendo-se deslocar rapidamente ao local
afetado, em caso de lesdo (Krabbe, Matyiash et al., 2011). Além disso,
estudos mostraram que progenitores microgliais na periferia podem ser
recrutados em direcdo ao SNC quando afetado por algum tipo de injdria
(Long-Smith, Sullivan et al., 2009). Estimulos extracelulares sdo capazes de
ativar a microglia através da ligagdo em seus diversos receptores na
superficie celular, dentre eles destacam-se: endotoxinas, citocinas,
quimiocinas, proteinas malformadas, fatores plasméaticos, ATP, etc
(Long-Smith, Sullivan et al., 2009). Ariza e colaboradores demonstraram
que a administracdo intraestriatal de LPS, que é conhecida por induzir
reacdes inflamatdrias, causou uma diminui¢do nos niveis estriatais de
dopamina 7 dias ap6s a exposi¢do a neurotoxina, porém, ndo alterou a
atividade locomotora, sugerindo uma relagdo entre neurinflamacéao e a
fase pré-motora da DP (Ariza, Lima et al., 2010).

Para medir os niveis de células microgliais, utilizamos uma
forma indireta de quantificacdo, através da enzima lisossomal N-acetyl-
glucosaminidase (NAG), que estd presente, em grande quantidade, em
macrdéfagos (Belo, Barcelos et al., 2004; Xavier, Amaral et al., 2010).
Recentemente, estudos tem utilizado esta técnica para avaliar o acimulo
de macrdfagos em estruturas do SNC (Lacerda-Queiroz, Rodrigues et al.,
2010; Pimentel, Pinheiro et al., 2011). Em nosso trabalho, o aumento dos
niveis microgliais encontrado na substancia negra e no estriado, pode ter
sido consequéncia da morte de neurdnios e degeneragdo das terminagdes
estriatais. Sua ativacdo seria responsavel por gerenciar o processo de
remocao dos neurdnios dopaminérgicos degenerados.

Uma das consequéncias do recrutamento microglial é a
producdo e liberacdo de citocina pro-inflamatérias. Dentre as principais
citocinas produzidas destacam-se a IL-1p, IL-6 e TNFa, as quais podem
induzir sintomas do tipo depressivo em modelos animais de inflamacao
(Godbout, Moreau et al., 2008; Huang, Henry et al., 2008). Além disso, um
estudo mostrou gque o tratamento com minociclina, um antibiético capaz
de diminuir a producédo de citocinas pelas células microgliais, é capaz de
restaurar o efeito aneddnico observado no teste do consumo de sacarose,
em camundongos com neuroinflamacdo induzida por LPS (Henry, Huang
et al, 2008). Ainda, o hipocampo parece participar das alteracfes
emocionais provocadas pela DP (Braak, Ghebremedhin et al., 2004; Litteljohn,
Mangano et al., 2009). Estudos recentes mostraram que camundongos
deficientes da citocina interferon-gama, perdem a vulnerabilidade
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hipocampal a toxina Paraquat (toxina capaz de induzir parkinsoninsmo)
(Litteljohn, Mangano et al., 2009). Em nosso trabalho, houve um aumento
nos niveis microgliais tanto no hipocampo durante a primeira e terceira
semana, mas nao durante a segunda, nos animais tratados com 6-OHDA.
Neste mesmo periodo de ativacdo, o teste do consumo de sacarose
resultou em um efeito aneddnico no grupo tratado com 6-OHDA.
Portanto, o comportamento tipo-depressivo encontrado durante a
primeira e terceira semana, pode estar relacionado, ao menos em parte,
com a producdo de citocinas pro-inflamatorias através da ativacdo das
células microgliais tanto do hipocampo, como do estriado.

Em conclusédo, nossos resultados suportam a hipotese de que a
lesdo retrograda e parcial dos neurdnios dopaminérgicos da substancia
negra pode causar prejuizos comportamentais do tipo anedonia e
ansiedade, sem causar alteragdes evidentes na atividade locomotora
espontanea de ratos. O periodo da terceira semana apds a leséo estriatal
parece constituir o intervalo com potencial para estudar melhor os
sintomas emocionais, caracterizando-se ainda como um modelo pré-
motor da DP. Além disso, estas alteracBes sdo acompanhadas pela
diminuicdo na concentracdo de dopamina e alteragdes na concentracdo
de serotonina do estriado, bem como o aumento na quantidade de
células microgliais no estriado, substdncia negra e hipocampo, que
podem estar influenciando as manifestagcbes comportamentais relatadas,
principalmente o efeito aneddnico. Além disso, a evidéncia de ativagdo
microglial no hipocampo, mesmo apés 25 dias, pode ser um indicativo
de extensdo neuroinflamatdria da lesdo para outras areas encefalicas,
como consequéncia da degeneragdo nigroestriatal.
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6. CONCLUSOES

Os resultados confirmam que a lesdo bilateral induzida por 6-
OHDA no estriado é capaz de induzir comportamentos do tipo anedonia
e ansiedade, sem alteragdes na atividade locomotora espontanea dos
ratos.

O periodo ap6s o intervalo de trés semanas apresentou o melhor
perfil para o estudo dos efeitos pré-motores da DP, pois, ao contrario da
segunda semana, observamos altera¢cdes comportamentais, em ambos 0s
testes emocionais, neuroquimicos e neuroinflamatorios.

A lesdo causou alteragdes nas concentragcdes monoaminérgicas
estriatais. Uma queda progressiva na concentracdo de dopamina e seu
metabdlito (DOPAC) foi observada no estriado ao longo de 25 dias,
além de uma elevacdo na concentracdo de serotonina 11 dias apds a
cirurgia.

A administracdo de 6-OHDA induziu um aumento nos niveis
microgliais na SN apenas no intervalo de 11 dias ap0s a cirurgia. J& o
estriado e hipocampo apresentaram elevagdes nos niveis microgliais no
periodo do dia 11 e 25, mas ndo 18 dias apds a lesao.

Mais estudos sdo necessarios para elucidar a relagdo entre a
neuroinflamacdo induzida pela 6-OHDA e as alteragdes
comportamentais e neuroquimicas promovidas pela degeneracdo
dopaminérgica da via nigroestriatal.
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