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1. INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (DP) é o disturbio de movimento mais comum e a segunda
doencga neurodegenerativa mais prevalente depois da doenca de Alzheimer (Toulouse, A.,
& Sullivan, A. M.. 2008; Aarsland, D., et al., 2021; Ntetsika, T., Papathoma, P. E.,
Markaki, 1., 2021; Badanjak, K., et al., 2021). A DP é definida como uma doenca crénica
de carater progressivo, que afeta os neurénios dopaminérgicos da substancia negra pars
compacta (SNpc) (Dauer W, Przedborski S, 2003). Sua prevaléncia aumenta com a idade
e geralmente acomete individuos acima dos 65 anos (Marsden CD, 1994; Dexter DT,
Jenner P, 2013; Pringsheim et al. 2014; Lee A, Gilbert RM, 2016). Pacientes com DP
apresentam sinais e sintomas como tremor em repouso, rigidez muscular, bradicinesia,
hipocinesia e alteragdes na postura e no equilibrio e disturbios na marcha. Os neurénios
dopaminérgicos da SNpc enviam projecdes para area do estriado (via dopaminérgica
nigroestriatal), formado pelos ndcleos da base caudado e putamen (Packard, Knowlton;
2002). A morte de neur6nios dopaminérgicos da SNpc provoca diminuicdo dos niveis
estriatais de dopamina (DA) e prejuizo funcional destes nucleos (Blandini F, et al., 2007).
A extensiva e progressiva perda de neur6nios pré-sindpticos dopaminérgicos nigrais
causa a reducdo de aproximadamente 70% a 80% da DA estriatal, resultando nas
manifestacGes motoras citadas acima (Mduller T, 2013).

A DP foi descrita pela primeira vez em 1817 por James Parkinson no estudo “An
Essay on the Shaking Palsy” onde foi apresentada a condigdo de seis pacientes com
distdrbios motores persistentes. Este estudo possibilitou Jean-Martin-Charcot, em
meados de 1888, a identificar a bradicinesia e a rigidez como sintomas tipicos da doenca.
Mesmo tendo sido descoberta ha dois séculos, a etiologia da DP segue desconhecida, no
entanto, algumas conclusdes foram melhores elucidadas por pesquisadores ao longo dos
anos. O que se sabe até entdo é que, como dito anteriormente, a degeneracdo da
Substancia Negra (SN) € bastante acentuada na DP, principalmente na SNpc, seguida de
sua despigmentacdo, enquanto a area tegmental ventral (VTA) é poupada (Hall H. et al.,
2014). Os achados de corpos de Lewy, também compreendidos como agregados da
proteina a-sinucleina no citoplasma de neurénios da SN foram visualizados em pacientes
com DP em 1912 por Frederick Lewy, que gerou a teoria de Braak e colaboradores (2003)
de que o acimulo da proteina a-sinucleina envolve cada vez mais areas do cérebro,

conforme a evolucgéo da DP.
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1.1. Sintomas motores

Os sintomas motores (SM) da DP, sdo aqueles mais caracteristicos, considerados
como sintomas clinicos apresentados pelos pacientes ja em um estado mais avancado da
doencga. Estes sintomas foram descritos com mais detalhes em 1967 por Hoehn e Yabhr,
em um estudo com 183 pacientes (Hoehn M. M., Yahr M. D., 1967). Clinicamente,
pacientes com DP apresentam um ou mais dos quatro sinais cardinais: tremor em repouso,
rigidez, lentiddo (bradicinesia) e dificuldade de iniciar os movimentos (hipocinesia), e
alteracdes na postura e no equilibrio (Connolly B. S. & Lang A. E, 2014; Howell M. J. &
Schenck C. H., 2015; Loffler L. A. et al.,, 2015), sinais estes, que ocorrem pelo
desbalanceamento da circuitaria dos nicleos da base, como descrito no item anterior.

Para o alivio dos SM dos pacientes, muitas vezes, é necessaria a intervencao
farmacoldgica. A intervencdo inicial tradicionalmente ocorre com a reposi¢do de
dopamina. A levodopa, precursor metabodlico da DA, foi descrita como benéfica aos
sintomas Parkinsonianos em 1967 por Cotzias e colaboradores, uma vez que aumenta 0s
niveis de DA no SNC. A levodopa é convertida em DA por descarboxilacdo nas
terminacgdes pré-sinapticas dos neurdnios dopaminérgicos do estriado. Atualmente, mais
de meio século depois desta descoberta, a levodopa continua sendo o tratamento
farmacoldgico de escolha disponivel para os SM da DP (Gray R. et al., 2014), geralmente
associada a um inibidor da DOPA descarboxilase, como por exemplo a carbidopa, agindo
em sinergia com a levodopa para um aumento da DA central.

Outros compostos, como agonistas dopaminérgicos, inibidores de Catecol-O-
metil tranferase (COMT), inibidores da  monoamina  oxidase B  (iMAO-B),
anticolinérgicos, antiglutamatérgicos, entre outros, também estdo disponiveis para o
tratamento sintomatico motor da DP, indicados individualmente conforme as
necessidades do paciente e sua adaptacdo aos efeitos colaterais, como sonoléncia,
nauseas, tonturas, sudorese, entre outros (Jankovic J., Tan K. E., 2020). Em alguns casos,
a cirurgia de implante de estimulador cerebral profundo (deep brain stimulation — DBS)
no nucleo subtalamico (NST) ou globo palido interno (GPi) pode ser considerada (Fox S.
H., etal., 2018).

1.1.1 Controle do movimento

Charles Sherrington em 1925 construiu a proposta de que o movimento era

mediado por uma unidade funcional basica, a unidade motora. A unidade motora consiste
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em um neurdnio motor e as fibras musculares por ele inervadas, tornando-se o principal
mediador do movimento, atuando entre as fibras musculares e a medula espinal. Os sinais
de toda e qualquer atividade nervosa central que influencia a contracdo de um musculo
esquelético sdo denominados como via final comum, modulada por neurénios motores
do tipo alfa e do tipo gama. O movimento ocorre quando 0 neurdnio motor gera um
potencial de acdo, contraindo todas as fibras musculares por ele inervadas. Contudo, 0s
nucleos da base exercem ajustes finos das influéncias corticais e espinhais sobre o
funcionamento dos neurdnios motores (Sherrington C. S., 1925).

A circuitaria dos nucleos da base funciona como um regulador entre 0s
movimentos voluntarios e involuntarios. Esta circuitaria € composta pelos nucleos:
estriado, dividido em caudado e putamen (CPu) e separados pela capsula interna; o globo
palido (GP), dividido em globo palido interno (GPi) e globo pélido externo (GPe); a SN
é dividida em parte reticulada (SNr) e parte compacta (SNpc); e o nucleo subtalamico
(NST). Estes nucleos estdo intimamente conectados, desta forma, desempenham em
conjunto o controle dos movimentos. A DA produzida pelos neurénios da SNpc pode
ativar os receptores dopaminérgicos D1 e/ou D2 do nucleo estriado. A via pode seguir de
duas formas: (1) forma direta (Fig.1A), onde a DA ativa receptores D1 do estriado, que
liberam o neurotransmissor acido gama-aminobutirico (GABA) no GPi, que por sua vez
deixa de exercer sua inibicao ténica no tdlamo. Sendo assim, nesta via o tdlamo fica livre
para exercer sua acdo excitatoria via glutamato no cortex motor, assim, facilitando o
movimento. (2) A forma indireta ou inibitoria (Fig.1B), ocorre quando a DA ativa 0s
receptores D2 do ndcleo estriado, que propaga uma resposta inibitoria via GABA no GPe.
Com esta resposta inibitoria, a inibicdo ténica do GPe no NST é interrompida, assim, o
NST pode exercer sua resposta excitatoria no GPi. O GPi inibe tonicamente o talamo,
culminando na inibicdo do movimento, uma vez que o talamo fica inibido de propagar
sua resposta excitatoria ao cortex motor. Na falta da DA produzida pelos neurdnios da
SNpc, como ocorre na DP (Fig.1C), a circuitaria dos nicleos da base fica comprometida.
Neste caso, a via direta apresenta reducdo de sua atividade, enquanto a via indireta atua
em hiperatividade, assim, os movimentos tornam-se mais dificeis de serem controlados e
iniciados (Alexander G. E., et al., 1990; Kandel E. R. et al., 2014 5? edi¢éo, Capitulo
43).
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Figura 1. Circuitaria dos nlcleos da base. (A) via direta; (B) via indireta; (C) via comprometida
na Doenga de Parkinson (Adaptado de Alexander G. E., et al., 1990).

1.1.2 Sintese e transmissdo catecolaminérgica

As catecolaminas (dopamina, noradrenalina e serotonina) sdo neurotransmissores
sintetizados a partir do aminodcido Tirosina numa cascata composta por algumas
enzimas. Como representado na figura 2, a tirosina é convertida em L-di-
hidroxifenilalanina (.-DOPA) pela enzima tirosina-hidroxilase (TH), sendo a enzima
limitante da sintese das catecolaminas. A (-DOPA é descarboxilada pela enzima -
DOPA-descarboxilase, gerando a DA. A terceira catalisagdo ocorre pela enzima
dopamina-B-hidroxilase (DBH), resultando na molécula de NA, que permanece dentro do
transportador vesicular de monoamina 2 (VMAT-2) até sua liberacdo (Stahl S. M., 2014).
O mesencéfalo origina a maior parte dos tratos dopaminérgicos, portanto, € uma estrutura
importante do SNC quando se trata de patologias com alteragdes do sistema
dopaminérgico, como a DP, esquizofrenia e a Doenca de Huntington (Kandel E. R. et al.,
2014).
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Figura 2. Cascata da sintese catecolaminérgica. Estruturas quimicas das monoaminas. Na
primeira seta em azul, a enzima limitante das catecolaminas, Tirosina hidroxilase (TH), e as
demais enzimas responsaveis pelas conseguintes catalises da cascata (Adaptado de Standaert D.
G., et al., 2012). Esquema feito no software Adobe Photoshop 2021.

E sabido que o sistema dopaminérgico mesolimbico decorrente da VTA
desempenha importante papel na motivacdo, refor¢co e processos de aprendizagem e
meméria (Schultz W, 1997; Di Chiara G, 2005). O papel da DA na consolidacdo da
memoria espacial tem sido demonstrado em muitas regides cerebrais e constitui cerca de
80% das catecolaminas do SNC. Projeces originadas pelas areas do SNC que sintetizam
esse neurotransmissor ddo origem a quatro vias axonais: (1) nigroestriatal, que se projeta
de células dopaminérgicas da SN ao CPu, e participa do controle dos movimentos
motores; (2) mesolimbica, que conecta 0 mesencéfalo ao sistema limbico (VTA ao NAc
e amigdala), também conhecida como via de recompensa; (3) mesocortical, que projeta
as fibras da VTA ao cortex pré-frontal, e esta relacionada com aspectos emocionais e
comportamentais, e (4) tuberoinfundibular, que interliga tdlamo e hipofise, atuando na
modulacgéo da liberacao de secrecdes hipofisarias (Le Moal M. e Simon H. 1991; Feldman
RS. et al., 1997). Em estudos recentes Kempadoo e colaboradores mostraram que a

ativacdo de receptores dopamineérgicos facilita a consolidacdo da memdria espacial de
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ratos no labirinto aquatico de Morris (LAM) e aumenta a estabilidade da memdria em
processo de consolidacédo (Péczely L et al. 2014; Kempadoo, K., et al., 2016).

A DA é liberada das sinapses tanto pelo transportador de  dopamina (DAT)
quanto pelo transportador de noradrenalina (NET), e no hipocampo h& uma preferéncia
pelo NET, sugerindo que a mesma também pode ser liberada por neurdnios que
contenham noradrenalina (NA) (Borgkvist et al., 2012). Conexdes do Locus Coeruleus
(LC) com o hipocampo sugeriram sua relacdo com processos de memaria e aprendizado.
Muitos estudos mostraram déficits no desempenho do aprendizado ap6s a deplecéo do
LC (Anlezark GM, et al. 1973; Amaral DG., & Foss JA. 1975; Zornetzer SF et al. 1976;
Hansen N., 2015; Kempadoo KA., 2016). Estudos sugerem que a VTA é a principal fonte
de DA para o hipocampo dorsal (Gasbarri A., et al. 1994; McNamara CG., et al. 2014),
enquanto outros sugerem que o LC fornece DA ao mesmo (Devoto P., Flore G. 2006;
Kempadoo KA., 2016).

1.2. Sintomas nao motores

Os sintomas ndo motores (SNM) comecaram a ser um alvo de estudo quando se
notou que eles eram, muitas vezes, tdo debilitantes aos pacientes quanto os SM, e que
pioravam com o0 avanc¢o da doenca, por sua vez, prejudicando a qualidade de vida do
paciente (Chaudhuri K. R., et al., 2011). Os SNM incluem déficits sensoriais (perda de
olfato, distarbios visuais, dor e distirbios somatosensoriais), neuropsiquiatricos
(ansiedade, depresséo, apatia e fadiga, deméncia, déficits cognitivos e psicose), disturbios
do sono, disturbios do sistema nervoso autbnomo (disfuncdo urinaria, gastrointestinal e
cardiovascular), entre outros (Fulceri F. et al., 2006; Maeda T. et al., 2006; McDowell K.
& Chesselet M. F., 2012; Loffler L.A. et al., 2015; Seidel K. et al., 2015).

A ansiedade é uma psicopatologia que desencadeia sinais e sintomas, mais
frequente apresentado por pacientes com DP do que pela populagédo geral (Richard 1. H.
2005), sendo que 20% a 52% dos individuos desenvolvem este sintoma (Walsh K.,
Bennett G., 2001; Chen J. J., 2004; Schrag A., 2004; Broen M. P., et al., 2016), esta
porcentagem aumenta quando se trata da depressdo, uma vez que afeta 50-70% dos
pacientes (Bomasang-Layno E., et al., 2015). Hely e colaboradores mostraram em um
estudo que acompanhou durante 20 anos 136 pacientes, que a deméncia prevaleceu em
mais de 80% dos pacientes que sobreviveram ao longo deste periodo (Hely M. A., et al.,

2008), além disso, o estudo mostra a importancia de entender a participacdo de todos os
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sistemas nao-dopaminérgicos envolvidos na DP, sugerindo que somente a partir deste
conhecimento seria possivel melhorar a qualidade de vida do paciente com DP.

A davida sobre a presenca de déficit cognitivo na DP é descrita desde o século
XIX. Em termos gerais, o conceito de comprometimento cognitivo leve, usado para
caracterizar um estado cognitivo transitorio relacionado a deméncia, é usado na DP como
um termo genérico para os diversos déficits neuropsicologicos dentro das funcbes
executivas, mnemonicas e de dominio visuoespacial (Levy et al., 2002; Hobson, Meara,
2004). Estudos mostraram que pacientes diagnosticados com a DP sdo duas vezes mais
propensos a desenvolver déficit cognitivo leve em comparacdo a idosos saudaveis
(Williams-Gray et al., 2007; Aarsland et al., 2009). O tratamento dos SNM é bastante
semelhante ao tratamento aconselhado para a populagéo geral, realizado de acordo com a

necessidade do paciente, uma vez que estes sintomas variam muito entre eles.
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SINTOMAS NAO MOTORES DA DOENCA DE PARKINSON

Categoria Disturbios

Disfuncéo autonémica = Disfuncéo sexual

= Distarbios do sistema gastrointestinal
» Incontinéncia urinaria
= Hipotens&o ortostatica
= Desregulacdo do controle
da temperatura

Disfuncdes sensoriais = Perda de olfato (anosmia)

= Sindromes de dor

= SensacOes anormais

Visual = Visdo dupla (diplopia)

= Viséo turva

=  Comprometimento da
discriminacdo entre cores

Disfuncdes cognitivas =  Ansiedade

= Depresséo

= Psicose/alucinagdes

= Deméncia

=  Apatia

= Perda de memoria

= Dificuldade no raciocinio (bradifrenia)
Disturbios do sono = Insbnia

= Disturbios do sono REM

= Sindrome da perna inquieta
= Sonoléncia diurna
Outros = Distarbios tegumentares

= Fatiga

= Alteracdes de peso

Tabela 1. Sintomas ndo motores da Doenga de Parkinson. Tabela adaptada da revisdo de Beitz,
J. M. (2014). REM (Rapid eyes moviment).
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1.2.1. Disfuncéo cognitiva e comprometimento da memdria na DP

A disfuncdo cognitiva é frequentemente relatada por pacientes com DP,
transitando entre comprometimento cognitivo leve (CCL), e deméncia da DP (DDP). O
CCL é um estado entre a normalidade e a deméncia, podendo afetar 20% a 40% dos
pacientes com DP (Broeders, M., et al., 2013; Pedersen, K. F. et al., 2017), jaa DDP tem
a prevaléncia de 80% no decorrer da doenca (Hely, M. A, et al., 2008; Hoogland, J., et
al., 2019; Rodriguez-Blazquez, C., et al., 2021; Geurtsen, G. J., et al., 2014). A avaliacédo
cognitiva é realizada com testes para cada dominio cognitivo, sendo eles: atencéo, funcédo
executiva, funcdo visuoespacial, linguagem e memoria (Gonzalez-Latapi, P, 2021). Hely
e colaboradores realizaram uma pesquisa divulgada em 2008 com 136 recém-
diagnosticados com DP durante 20 anos, onde, dos 83% dos 26% que sobreviveram ao
longo dos 20 anos, desenvolveram deméncia, demostrando que a CCL, como fase
antecedente a deméncia, apresentaria grande relevancia como alvo de prevencdo para a
evolugdo a DDP (Hely M. A, et al., 2008).

Diversas estruturas do SNC dedicam sua atividade em papéis importantes na
cognicdo, aprendizado e memoria, o Hipocampo (HPC) é uma dessas estruturas.
Localizado bilateralmente no lobo temporal, € um importante componente do sistema
limbico, desempenhando um papel fundamental na formacdo de memdrias de curto e
longo prazo (lzquierdo et al.,1989). A informac&o sensorial gerada por um estimulo chega
ao giro denteado do hipocampo por projecdes do cortex entorrinal (CE), localizado no
lobo temporal medial, logo no comecgo da formacdo hipocampal, e € dividido em seis
camadas, com diferentes funcdes, sendo elas: (1) recebe impulsos olfatérios e os projeta
ao cortex proximal e amigdala; (I1) projeta impulsos ao giro denteado e CA3 (Cornu
ammonis 3, sub-regido do HPC); (I11) projeta impulsos a CA1l e sub-regides do HPC; (IV
e V) recebem conexdes da CA1 pela terceira conexao sinaptica, e esta se projeta ao
estriado, amigdala e tdlamo e (V1) ainda pouco estudada (Gerlei K. Z. et al., 2021; Setti
S. E., Reed M. N., 2022).

Até 40% dos pacientes com DP demonstram déficits cognitivos em outros
dominios da cognicdo, como no desempenho visuoespacial, linguagem e memoria. As
memorias podem ser classificadas de acordo com (1) sua fungéo; (2) seu contetdo, e (3)
tempo que duram. A grande mediadora e organizadora funcional e operacional de todas
as informac@es que sdo obtidas por um individuo é a memoria de trabalho, citada como

“central manager” das informagdes. Para 0 neurocientista espanhol Joaquin Fuster
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(2020), a memoria de trabalho é a ativacdo temporaria da memdria dos sistemas
perceptivo, executivo e de recompensa em direcdo a um objetivo a memoria, e que ela
consiste na ativacdo temporaria de uma rede cortical atualizada de memoria de longo
prazo para a obtencdo de um objetivo.

A &rea mais importante no processamento operacional da memoria de trabalho é
0 cortex pré-frontal (CPF) e suas conexdes. Ao chegar uma informacdo ao SNC, o CPF
desempenha uma acdo fundamental em atribuir valor as informacdes, determinando a
utilidade e autenticidade delas. Para exercer sua fungdo principal de organizar as
informacdes, o CPF torna-se um nucleo vasto de conexdes, uma vez que precisa acessar
memorias preexistentes via cortex entorrinal, Hipocampo (HPC) e amigdala, entre outras
areas. Além da atividade elétrica dos neurdnios do CPF, os neurotransmissores DA e
acetilcolina (ACh) podem modular as respostas destas vias. O declinio da memoria de
trabalho também esté entre as vertentes das disfungGes ndo motoras apresentadas pelos
pacientes com DP (Muslimovi¢, D., et al., 2005; Verbaan, D., et al., 2007).

De acordo com o conteldo, podemos classificar as memorias em declarativas e
procedurais. A primeira delas diz respeito aquelas memarias episodicas e semanticas e a
segunda, a habilidades e héabitos adquiridos de maneira implicita. O HPC desempenha um
pepel fundamental nas memadarias declarativas, bem como o CE, sendo que os dois nucleos
atuam juntamente com o cértex cingulado, parietal e amigdala. J& nas memorias
procedurais, sdo responsaveis 0 CPu e cerebelo. Nas memorias declarativas, observa-se a
influéncia de regides de estado de animo e alerta, como a SN, o LC, nicleos da rafe e
nicleo basal de Meynert, liberando DA, NA, 5-HT e ACh respectivamente nas areas
citadas acima. Na Ultima década, autores demonstraram que a memdria declarativa € uma
das vertentes mais prejudicadas entre pacientes recém-diagnosticados (Yarnall A. J.,
2014; Weintraub D. et al., 2015).

Quanto a duragdo das memorias, podemos classifica-las em duas familias, as
memorias de curta duracdo e as memorias de longa duragdo. As memorias de curta
duracdo duram entre uma e seis horas, enquanto as de longa duracdo podem durar dias,
meses ou decadas. Os mecanismos por tras destas memorias séo primordialmente quatro:
(1) codificacdo, onde novas informacges séo identificadas; (2) armazenamento, que € 0
responsavel pela diferenca entre as memorias de curto e longo prazo; (3) consolidagéo,
que torna a informacao mais estavel e (4) evocacédo, quando a informag&o ja consolidada

é evocada quando necessario (Melton A. W., 1963; Dudai Y., 2004). As memorias ndo
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possuem um lugar especifico de armazenamento, mas sim, diversas regides (lzquierdo,
2002; Kandel E. R. et al., 2014).

1.2.1.1 Mecanismos de consolidacdo das memorias

Em 1973, um marco no estudo da memoria e aprendizado foi descoberto por Bliss &
Lemo, a potenciacdo de longa duragéo (LTP), sendo este um mecanismo de potenciacao
da atividade sinaptica (Bliss & Lemo, 1973). O mecanismo ocorre em etapas: (1)
excitacdo repetida das células hipocampais via receptor glutamatérgico do tipo AMPA;
(2) despolarizacéo; (3) remocdo do ion de magnésio para abertura dos canais de calcio do
receptor glutamatérgico do tipo NMDA; (4) ativacdo de enzimas proteinoquinases
dependentes de célcio/calmodulina (CAMKII, 1l e 1V); dependentes de calcio (PKC);
dependentes do GMPc (PKG); dependentes de AMPc (PKA); e as ativaveis
extracelularmente (ERKSs); (5) ativacdo de receptores de glutamato pela acdo de
fosforilagdo das proteinoquinases CAMKII e PKC; A PKG é presente no comego da
potenciacdo e participa da liberacdo de Oxido nitrico (NO). Mais tarde esta
proteinoquinase pode agir em processos pos-sinapticos fosforilando receptores
glutamatérgicos; (6) 2 a 6 horas ap6s 0 comeco da resposta, as ERKs e PKA participam
da fosforilacdo de fatores de transcricdo de DNA, principalmente do CREB (cAMP
responsive-element binding protein) levando a producédo de novas proteinas (Stahl S. M.,
2002; 1zquierdo 1., 2018).

NMDA

AMPA

Figura 3. Mecanismo de potenciacdo de longa duragdo (LTP). Figura criada em Biorender.com.
Adaptado de: Izquierdo I., 2018.

Em CAL ocorre a LTP para formacéo e consolidagdo da memaria, mas é de suma

importancia salientar a participacdo de moduladores neste mecanismo. A PKA quando
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liberada numa fase mais avancada do mecanismo, é altamente reguldvel por receptores
dopaminérgicos tipo D1/D5, noradrenérgicos do tipo beta (estes dois agem como
estimulantes da adenililciclase) e, serotoninérgicos tipo IA (que inibem a adenililciclase).
Agentes modulatorios de adenililciclase resultam na modulacdo de AMPc, imprescindivel
para a acdo da PKA, levando a facilitagdo ou a depressao da consolidagdo da memoria.
Este modelo de memoria que necessita da transmissdo CA1 é comumente acessado em
experimentos comportamentais de medo condicionado, aprendizados espaciais e
memorias de reconhecimento (Izquierdo 1., 2018). J& na depressdo de longa duragdo
(LTD), a ativacdo das proteinoquinases CAMKII e PKC é menor, além disso, as
fosfatases inibem a acdo das mesmas, e 0s receptores glutamatérgicos se tornam em
direcdo ao interior da célula, inviabilizando a transmissdo neural. Aprendizados que
requerem o cerebelo costumam utilizar este mecanismo para consolidacdo de algumas
memorias (Stahl S. M., 2002).

1.2.2 Envolvimento do Locus coeruleus na doenca de Parkinson

O LC é uma estrutura localizada dorsolateralmente na ponte do tronco encefélico,
este nacleo sintetiza a maior parte da NA do SNC, além disso, é a principal fonte de
catecolaminas do HPC (Smith e Greene, 2021). Sua localizacdo permite uma interacédo
modulatoria bastante ampla, abrangendo comportamentos motores, homeostase,
processamento sensorial e cognicdo. Uma proporc¢do dos neurénios noradrenérgicos deste
nacleo também apresenta significante degeneragdo em pacientes com DP (Marien et al.,
2004). E sabido que os sintomas caracteristicos da DP sdo causados pela diminuicio da
liberacdo de DA, resultado da degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos da SNpc e, em
menor parte, da VTA (Pendolino et al.,2014), porém foi verificado que somente 10%
desta projecéo libera DA no HPC, sugerindo que outra area poderia ser responsavel pela
ativacdo de receptores dopaminérgicos presentes neste nucleo (Gasbarri et al.,1994; Khan
et al., 2000).

O grau de neurodegeneracdo do LC é maior e inicia-se mais cedo que a
neurodegeneracao da via nigroestriatal dopaminérgica (Patt S., Gerhard L., 1993; Zarow
et al., 2003). Assim, os sintomas pré-clinicos ndo motores como alteragcdes no sono,
depressdo, ansiedade e disfungdo do sistema nervoso autbnomo estao relacionados com a
neurodegeneracdo do LC (Yao N., et al., 2015; Schrag, A., & Taddei, R. N., 2017).
Estudos também mostraram que a estimulagéo elétrica e farmacoldgica do LC aumentou

os niveis de DA no cortex pré-frontal e a modulacdo da transmissao sinaptica hipocampal
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em conjunto o0 aumento da transmissao excitatoria mediada pela DA no hipocampo, bem
como a importancia da ativacdo noradrenérgica na consolidacdo da memdria no
hipocampo (Devoto, Flore, 2006; Lemon, Manahan-Vaughan, 2012; Mello-Carpes et al.,
2016). Assim, fortes evidéncias mostram que a progressao da patologia, bem como a
degeneracdo dos nucleos cerebrais na DP, segue um padrdo caudo-rostral, ascendendo do

tronco cerebral inferior ao cortex frontal (Braak et al., 2003; Hawkes et al., 2010).

1.3 Modelos animais de doenca de Parkinson

A DP ¢ caracterizada, principalmente, por afetar os neurénios dopaminérgicos da
SNpc e, assim, a maioria dos modelos animais tenta reproduzir este aspecto particular da
patologia. VVarios modelos experimentais tém sido empregados para o estudo da DP por
causarem, experimentalmente, a degeneracéo de neurdnios dopaminérgicos da via nigro-
estriatal. Atualmente, os modelos experimentais mais utilizados pela classe cientifica séo
0s modelos neurotdxicos e genéticos (Hald A., Lotharius J., 2012; McDowell et al., 2012).

O MPTP é uma substancia lipossoltvel; desta forma, tem a capacidade de cruzar
a barreira hematoencefalica (BHE) e penetrar nas células gliais, bem como em neur6nios
dopaminérgicos. Ele por si s6 ndo é toxico, entretanto, por sofrer facilmente oxidacao,
seu produto produz a degeneracdo dessas células por interferéncia no metabolismo
oxidativo. Um dos agravantes para a escolha do modelo de DP produzida pela toxina
MPTP, é a alta toxidade que esta substancia representa para 0s pesquisadores (Kumar et
al., 2009; McDowell et al., 2012). J& com relacdo a injecdo de LPS, por ele ser uma
endotoxina presente na parede celular de bactérias gram-negativas, € capaz de promover
uma potente estimulacdo de células do sistema imunoldgico. Com isso, a infusdo
intranigral dessa toxina induz a degeneracéo dopaminérgica em ratos.

A 6-Hidroxidopamina (6-OHDA) é uma toxina andloga a DA, penetra nas células
dopaminérgicas com facilidade, porém ela precisa ser injetada, via estereotaxia, visto que
nédo possui a capacidade de atravessar a BHE. Sua administragéo pode ocorrer unilateral
ou bilateral, diretamente na SNpc ou, no CPu, neste Gltimo caso, levando a uma leséo
retrograda da via nigroestriatal. Outros tipos de modelos também sdo encontrados na
literatura, como herbicidas e pesticidas (rotenona, paragquat e maneb), metais (manganés),
além de modelos genéticos, como animais com mutac¢des dos genes SNCA, PRKN, UCH-
L1, PINKZ1, DJ-1 ou LRRK2 (Jankovic J., Tan K. E., 2020).



27

O modelo de injecdo unilateral de 6-OHDA na &rea nigroestriatal em ratos foi
descrito em 1968 por Ungerstedt. Nesse modelo, 0s animais apresentavam
neurodegeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos da SNpc acompanhada por alteracdes
posturais e giros para o lado em que a leséo foi realizada (Ungerstedt, 1968). Mesmo com
a evolucdo dos modelos e a criacdo de animais transgénicos, este modelo continua a ser
utilizado para avaliages motoras, devido a sua simples reprodutibilidade. Por outro lado,
0 modelo de lesdo bilateral com o uso da 6-OHDA produz uma debilidade profunda que
requer atengdo especial, principalmente se a toxina for administrada nos ventriculos ou
no feixe prosencefalico medial, pois leva a uma grande lesdo. No entanto, quando a toxina
é injetada no estriado, o resultado observado é de lesdo especifica na SNpc e pouco na
estrutura adjacente, a VTA. Apds injecdo local, esta toxina é captada pelas células e
promove a producdo de radicais livres e disfungdes mitocondriais com a inibigdo dos
complexos | e IV da cadeia respiratéria e, consequentemente, aumento do estresse
oxidativo (Blum et al., 2001).
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Figura 4. Representacdo da a¢do degenerativa das substancias utilizadas nos modelos animais da
doenca de Parkinson. MPTP = o 1-metil-4-fenil-1, 2, 3, 6-tetrahidropiridina; MPDP+ = 1-metil-
4-fenil-2,3-dihidropiridina; LPS = Lipopolissacarideo; MAO-B = monoaminaoxidase B; MPP+
= 1-metil-4-fenilpiridina; NADPH oxidase/ NOX = Fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e
adenina oxidase; VMAT = transportador vesicular de monoamina; ROS = Espécies reativas de
oxigénio; DOPAC = Acido 3,4-diidroxifenilacético. llustracdo adaptada de Castaefieda-
Achutigui F., et al., 2015.
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1.4 Justificativa

A DP ¢é uma doenca neurodegenerativa multifatorial que afeta a independéncia do
individuo, portanto, 0 manejo eficaz é extremamente desafiador. Embora alguns farmacos
consigam aliviar alguns dos sintomas, faltam estratégias para a prevencao da morte dos
neurdnios dopaminérgicos. Dados coletados de 1990 a 2016 mostram que 0 nimero de
individuos com DP aumentou para 6,1 milhGes, aléem da prevaléncia por idade ter
aumentado 21,7% neste espaco de tempo (Global Health Metrics, 2016). No Brasil, temos
em média 600 mil pessoas com 64 anos ou mais com DP. Ha a estimativa de que por ano,
no Brasil, surja em média 36 mil novos casos de DP (De Lau; Breteler, 2006; dos Santos
Steidl E. M. et al., 2007; Ministério da Saude, 2019).

A medida que a populagio global envelhece, espera-se que a prevaléncia de DP
aumente drasticamente, dobrando nas préximas duas décadas (Dorsey E. R., et al., 2018).
Acompanhando esse aumento, a carga social e econdmica da DP aumentara, a menos que
sejam identificados tratamentos ou meios de prevencdo mais eficazes, para isso, séo
necessarios estudos que estruturem a fisiopatologia da DP, possibilitando a descoberta de
potenciais alvos farmacologicos.

Portanto, o trabalho apresentado investiga o LC, uma estrutura correlacionada
com os SNM da DP, ainda pouco estudada. Neste sentido, para mimetizar a DP,
escolhemos o modelo injecéo bilateral de 6-OHDA no CPu, pois essa toxina é capaz de
destruir retrograda, gradativa e seletivamente os neurénios dopaminérgicos da SNpc,
comprometendo esta sinalizacdo, além de promover uma ampla resposta inflamatoria
(Blandini, et al., 2007, Blandini, et al., 2008). Trabalhos da literatura comprovaram uma
reducdo significativa de neur6nios catecolaminérgicos na substancia negra, que
apresentam imunorreatividade para enzima TH apo0s a injecéo bilateral da toxina no CPu,
sem causar a deplecdo dos neurénios do LC, foco deste trabalho (Schwarting; Huston,
1996; Spillantini, et al., 1998; Chao, et al., 2012; Guimarées, et al., 2013; Pinto, et al.,
2014; Tuppy, et al., 2015; Falquetto et al., 2017; Oliveira et al., 2017).

Deste modo, o trabalho teve o intuito de aprofundar os mecanismos da
participacdo do LC no modelo de DP pela injecéo da toxina 6-OHDA, e assim, avaliar os

aspectos comportamentais do modelo, bem como as altera¢des biomoleculares no HPC.
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2. OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi investigar as alteracGes estruturais e neuroquimicas
causadas pela lesdo seletiva do Locus coeruleus no modelo de alteracbes ndo motoras da
DP.

2.1 Obijetivos especificos

1. Avaliar as modificagbes comportamentais em animais submetidos ao modelo
de DP;

2. Avaliar as modificacfes comportamentais em animais submetidos ao modelo a
leséo seletiva do LC;

3. Avaliar as modificagdes comportamentais em animais submetidos ao modelo
de DP e leséo seletiva do LC;

4. Verificar as possiveis alteracdes estruturais e neuroquimicas induzidas pelo

modelo de DP e lesdo seletiva do LC no hipocampo.
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3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para a inducdo da DP foram injetados 24 pg/ul de 6-OHDA ou salina + 0,3% de
acido ascorbico bilateralmente no CPu a fim de realizar uma lesdo retrograda dos
neurdnios nigroestriatais, e injecdes bilaterais de 6-OHDA (24 pg/0,5 pl) ou veiculo na
regido do LC.

Os animais passaram por testes comportamentais 14 dias ap0s a cirurgia
estereotdxica. A memoria espacial foi avaliada em Labirinto Aquéatico de Morris (LAM),
que consiste em uma piscina circular com uma plataforma movel (Hernandez et al., 2014).
Para avaliar a presenca do comportamento ansioso foram realizados os testes de campo
aberto (CA), que avalia também a atividade locomotora, além do teste em labirinto em

cruz elevado.

Ratos Wistar (Y’
250-300g (3 meses)

Cirurgias
estereotaxicas
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Veiculo (LC)+ Veiculo (CPu)

6-OHDA (LC) + Veiculo (CPu)
Veiculo (LG)+ 6-CHDA (CPu)
6-OHDA (LC) + 8-OHDA (CPu)

Figura 5. Delineamento experimental. Quinze dias apds as cirurgias estereotaxicas os animais
passaram pelos testes comportamentais: labirinto aquatico de Morris (LAM); campo aberto (CA)
e labirinto em cruz elevado (LCE). Apds o periodo de testes, os animais foram eutanasiados e 0s
encéfalos retirados para a realizacdo de IHQ e o hipocampo foi dissecado para a quantificacdo de
proteinas por WB.

Ao término dos experimentos, amostras do hipocampo foram retiradas dos
encéfalos e posteriormente analisadas por Western Blotting (WB), enquanto o restante do

encéfalo foi fixado e seccionado para posterior imunohistoquimica (IHQ).
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4. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 36 ratos Wistar machos adultos com peso de 250-300g
(aproximadamente 12 semanas), provenientes do biotério do Departamento de Ciéncias
Fisioldgicas da Santa Casa de S&o Paulo. Os animais foram mantidos em caixa moradia
(dimensdes 40 x 34 x 17) contendo cinco animais por caixa. As caixas foram forradas
com serragem de sabugo de milho e renovadas de dois em dois dias. Além disso, 0s
animais tiveram livre acesso a agua e racdo para roedores (NutriLab), em um ambiente
com rigoroso controle de temperatura (22 + 1°C) e ciclo claro-escuro de 12 horas (luz a
partir das 7:00 h). Os protocolos experimentais que serdo descritos detalhadamente abaixo
estdo de acordo com os Principios Eticos de Experimentacio Animal adotado pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais de Experimentacdo da instituicio (CEUA nlmero
002/20).

4.1  Procedimentos cirargicos

4.1.1 Modelo de DP pela 6-OHDA

Para mimetizar os sintomas neuropsiquiatricos da DP, optamos por reproduzir o
modelo de injecédo bilateral de 6-OHDA no CPu. Os animais foram anestesiados com
anestesia inalatéria continua de Isoflurano 2-3% em oxigénio através do sistema
FLUOVAC (Harvard Apparatus Anesthetising System) e adaptados a um aparelho
estereotaxico Kopf (Modelo 1760). Foi feita uma incisdo longitudinal para exposicao do
cranio; o lambda e o bregma foram utilizados como referéncia para nivelar as cabecas dos
animais. Foram realizadas injecdes bilaterais de 6-OHDA (6-OHDA Hydrochloride,
Sigma, Saint Louis, MO, USA, 24 ug/ul) ou salina + 0,3% de acido ascorbico (veiculo)
no corpo estriado (CPu) utilizando-se uma seringa Hamilton de 10 pl. O volume das
injecbes da toxina foi de 1,0 pl/injecdo (2 injecOes/hemisfério), com as seguintes
coordenadas: 1) +2,7 mm lateral a linha média, 0 mm rostral ao bregma e 4,5 mm ventral
a dura-mater e 2) +3,2 mm lateral a linha média, 0,5 mm rostral ao bregma e 4,5 mm
ventral & dura-maéter. Dados recentes da literatura mostraram que a utilizacdo da 6-OHDA
na concentracao utilizada neste trabalho para a indugdo do modelo bilateral de DP nao foi

capaz de gerar a morte dos neurénios catecolaminérgicos do LC (Tuppy, et al., 2015;
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Falquetto et al., 2017; Oliveira et al., 2017), assim optamos pela ndo utilizacdo do farmaco
desipramina (inibidor seletivo da recaptacdo de noradrenalina — ISRN). Apds o
experimento os animais receberam ketoprofeno (5mg/Kg) via subcuténea, uma vez ao
dia, por trés dias; e pentabidtico (24.000 UI/Kg) via intramuscular, uma vez ao dia, por

cinco dias.

4.1.2 Lesao seletiva do Locus coeruleus pela 6-OHDA

Os procedimentos pré e pos-anestésicos citados anteriormente foram mantidos
neste protocolo. Para obtencdo da lesdo seletiva do LC, foi realizada a injecdo de 6-
OHDA (24 pg/puL; 0,5 pL, bilateral), segundo as coordenadas: 0,9 mm caudal ao bregma,
1,2 mm lateral & linha média e 6,5 mm abaixo da superficie do cranio. Como mostrado
na figura 5, ao fim do procedimento cirdrgico, quatro grupos experimentais foram
denominados da seguinte forma:

1) Veiculo (CPu) + Veiculo (LC) (n=9);

2) Veiculo (CPu) + 6-OHDA (LC) (n=9);

3) 6-OHDA (CPu) + Veiculo (LC) (n=9) e

4) 6-OHDA (CPu) + 6-OHDA (LC) (n=9).

4.1.3 Testes comportamentais

Trabalhos da literatura demonstraram que a leséo bilateral com a toxina 6-OHDA
pode representar um bom modelo para os estagios pré-sintomaticos da doenga, em que se
evidenciam déficits cognitivos, de memoria e aprendizado (Ogura et al, 2005; Branchi et
al. 2008; Tadaiesky et al. 2008; McDowell et al., 2012; Bonito-Oliva et al., 2014; Vieira
etal., 2019) e alteragcdes neuropsiquiatricas, tornando-se um bom modelo para estudos de
alteracdes ndo motoras da DP (Schrag, 2004; Ferro et al., 2005; Tadaiesky et al., 2008;
Santiago et al., 2010; McDowell et al., 2012). Portanto, o presente trabalho propds a
avaliacdo das possiveis alteracbes de memoria espacial e da resposta de memoria
relacionada a atencédo e ansiedade. Todos 0s testes comportamentais foram gravados por
um sistema de video e os dados analisados posteriormente pelo software Smart 3.0

(PanLab, Barcelona - Espanha).
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4.1.4 Campo aberto (CA)

A avaliacdo da atividade locomotora espontanea e ansiedade foi realizada pelo
teste de campo aberto (CA), que consiste em uma arena circular (1 m de didmetro)
limitada por uma parede de 40 cm de altura. Em um ambiente com luz indireta e
isolamento acustico, os animais foram gentilmente colocados no centro da arena e
puderam explorar livremente a &rea por 5 minutos. O aparato foi dividido, de forma
digital, em trés porcdes: 1) zona central; 2) zona intermédia e 3) zona periférica, onde foi
registrado o tempo e a distancia percorrida em cada zona, bem como parametros gerais,
como laténcia a zona periférica, distancia total e nimero total de cruzamentos entre as
zonas. A arena foi limpa com alcool a 5% apds cada animal seja retirado, para evitar

interferéncia do cheiro de urina e fezes no teste.

4.1.5 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Para avaliar a ansiedade foi utilizado o Labirinto em Cruz Elevado (LCE),
constituido por dois bracos abertos e dois bracos fechados em forma de cruz, ambos de
madeira e de iguais dimensdes, elevado a 50 cm de solo, unidos por um quadrado central
de 10 cm. O ambiente foi projetado para emitir uma luz indireta nos bragos abertos de
forma que os bracos fechados se tornassem mais escuros, além de isolamento acustico.
Os animais foram colocados no centro do aparelho, com o focinho voltado para um dos
bracos fechados, e puderam explorar livremente o0 ambiente por 5 minutos. O teste mostra
atendéncia natural dos roedores em explorar ambientes novos e a aversdo ao medo natural
que roedores apresentam a altura e espacos abertos.

Foram analisados os seguintes parametros do teste: tempo, distancia e numero de
entradas nos bracos abertos e fechados (Pellow et al., 1985). Alem disso, foi realizada
analise etologica, mensurando o comportamento de avaliagdo de risco, ou Stretching
(comportamento que o animal realiza estiramento do corpo para explorar o brago aberto)
e ainda o comportamento de head dipping (exploragdo vertical quando o animal se
encontra no brago aberto e explora em dire¢do ao chdo) (Cruz et al., 1994; Rodgers et al.,
1997; Carobrez, Bertoglio, 2005).
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4.1.6 Labirinto aquatico de Morris (LAM)

Para avaliacdo da memoria espacial foi utilizado o labirinto de Morris, que
consiste em uma piscina circular com uma plataforma mével. Nos quatro dias de treino,
os animais foram submetidos a quatro provas diarias, separadas por um intervalo de 12
minutos, seguido por um dia de teste.

O dia de teste consiste em 1 minuto de natag&o livre sem a presenca da plataforma.
Foram avaliados os seguintes parametros: distancia e tempo totais e especificos de cada
zona, numero de transicdes entre as zonas e entradas nas zonas (Morris et al., 1982; Dos-
Santos Jr G. et al., 2005). Nos dias de treino, os animais foram colocados na piscina de
forma aleatoria e variada entre as provas, de forma que, todos os dias 0 mesmo animal foi

posicionado nas quatro diferentes zonas da piscina de forma aleatoria.

4.2  Western Blotting

Apos a eutanasia dos animais, amostras para WB foram imediatamente colocadas
em um tubo com inibidores de protease (5-6 animais/grupo). O tecido foi homogeneizado
com um Sonicador Ultrassdnico e centrifugado a 13000rpm a 4°C durante 30 minutos e
o0 sobrenadante foi recolhido. As proteinas totais foram quantificadas utilizando o método
de Bradford e lidas em leitor de microplacas (SpectraMax i3) no comprimento de onda
de 595nM.

Quinze microgramas de cada amostra foram incubados a 95°C durante 10
minutos, com tamp&o de amostra 5X. As amostras foram carregadas em gel de SDS-
PAGE de 12% (120V, 2h). Apés a corrida eletroforética, o gel foi eletrotransferido
(400mA, 1h) para uma membrana de PVDF. Apos a transferéncia, a membrana foi
bloqueada com 5% de leite em p6 desnatado durante 2h a temperatura ambiente. Depois,
as membranas foram incubadas com os anticorpos especificos para o PSD-95 (Cell
Signaling Technology® — Mouse mAb 1:1000 - marcador pos-sinéptico), NeuN (Cell
Signaling Technology® E4M5P Mouse mAb 1:1000 - proteina de nucleo neuronal) e
GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase - Cell Signaling Technology® - Mouse
mAb 1:1000 - marcador enddgeno). Para revelagdo, as membranas foram incubadas com
Luminol e perdxido de hidrogénio por 5 minutos. As bandas marcadas foram capturadas

em um fotodocumentador (Alliance-4.7-89.WL/26M - Uvitec), e foram analisadas pelo
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Software ImageJ (versdo 1.41; National Institutes of Health, Bethesda, MD), onde os
parametros de densidade relativa foram mantidos entre as bandas. Assim, as amostras
foram normalizadas pelo grupo controle e apresentadas como porcentagem em relacéo ao

mesmo.

4.3  Imunohistoquimica

Ao final dos experimentos, os animais foram profundamente anestesiados com
pentobarbital de sodio (60 mg/kg), os encéfalos foram retirados para a disseccdo
hipocampo, e o restante do encéfalo foi transferido para paraformaldeido por 4 horas a
4°C. Em seguida, o material foi transferido para uma solucdo contendo sacarose a 30%
em tampdo fosfato para crioprotecdo. Apds 24 horas, os encéfalos foram cortados em
criostato numa espessura de 40 um e guardados em solucdo crioprotetora (20% de
glicerol, 30% de etilenoglicol em 50 mM de fostato, pH 7.4).

A imunorreatividade para TH na SNpc e no LC foi verificada utilizando o
anticorpo primario de camundongo anti-TH (1:2000; Chemicon, Temecula, CA, USA),
seguido pelo anticorpo secundario biotinilado burro anti-camundongo (1:500; Jackson
Immuno Research Laboratories, Inc., PA, USA) seguido do Kit ABC (Vector,
Burlingame, CA, USA) e a subsequente coloracdo com 3-3-di-aminobenzidina (DAB).
Os cortes encefalicos foram montados em sequéncia rostro-caudal em laminas gelatinadas
e analisados em um microscopio de luz, utilizando objetiva de 5x de aumento, nas
mesmas condicOes de intensidade luminosa para conferir a porcentagem de lesdo. Foram
quantificados 5 cortes (Bregma: -6,04 a 4,8) da SNpc por rato e 4 cortes (Bregma: -10,52
a-9,8) do LC. Para a contagem das células foi utilizado o programa ImageJ (versédo 1.41;
National Institutes of Health, Bethesda, MD).

4.4 Anadlise estatistica

Todos os dados foram apresentados como média + erro padréo da média (EPM).
Para andlise estatistica, analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias foi usada
guando necessario.

Para avaliacdo da imuno-histoquimica e da atividade locomotora do animal em
CA e LCE (distancia, tempo, velocidade e parametros de entradas/travessias) foi utilizada

analise de varidncia ANOVA de uma via. As demais analises de LCE foram realizadas
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pelo teste de ANOVA de uma via em variaveis de tempo e entradas, bem como a
frequéncia de Head dips e stretching.

A analise de variancia ANOVA de duas vias foi utilizada nos dias de treinamento
de LAM, para a comparacédo das tentativas durante a semana entre os grupos, bem como
para comparagdo do tempo ou distancia entre o alvo e o quadrante oposto, todas as
analises foram seguidas pelo teste de Tukey. Em todas as analises, as diferencas foram
consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05. O software utilizado para
realizar os célculos estatisticos foi 0 GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, San
Diego, California, EUA).
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5. RESULTADOS

Somente foram incluidos nos grupos experimentais animais que apresentaram

>65% de degeneragédo no LC ou na SNpc, ou de ambos quando conveniente.

5.1 Ainjecdo de 6-OHDA é eficaz na reprodutibilidade do modelo de leséo
da SNpce/ou LC

Para avaliacdo da extensdo da lesdo nigro-estriatal e da lesdo seletiva do LC
causada pela 6-OHDA, os cortes foram submetidos a imuno-histoquimica com anticorpo
especifico TH, enzima limitante da sintese das catecolaminas. Podemos observar que
houve a reducdo de neurdnios catecolaminérgicos da SNpc [F (3, 32) = 67,37, P<0,0001] e
do LC [F (3,32 = 41,01, P<0,0001] ap6s as injecOes bilaterais da toxina. Os animais que
receberam 6-OHDA somente no CPu apresentaram 67% de lesdo quando comparados
com o grupo controle (Fig.6l: controle: 685,33+27,85 vs. DP: 225,33+£13,33; P< 0,0001),
mostrando que o modelo escolhido foi capaz de promover a lesdo retrograda dos
neurdnios catecolaminérgicos da SNpc. Verificamos, também, que a injecdo da 6-OHDA
no LC foi capaz de promover a deplecdo de 77% dos neurbnios catecolaminérgicos
presentes neste nucleo (Fig.6J: controle: 284,22+39,89 vs. lesdo seletiva do LC:
65,35+7,31; P< 0,0001). Além disso, 0 modelo de dupla lesdo com a injecdo da 6-OHDA
no CPu e no LC apresentou resultado satisfatdrio tanto na lesdo da SNpc (Fig.61: controle:
685,33+27,85 vs. DP+LC: 182,00+21,80; P<0,0001), quanto no LC (Fig.6J: controle:
284,22+39,89 vs. DP+LC: 43,33+7,28; P<0,0001).
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Figura 6. Reducédo de neurénios TH+ na SNpc e LC ap0s a injegdo de 6-OHDA ou veiculo no
CPu ou LC dos ratos. As fotomicrografias mostram os neur6nios catecolaminérgicos na SNpc (A-
D) e LC (E-H). Os graficos mostram a média de neurdnios TH+ na I) SNpc e J) LC depois da
injecdo bilateral de 6-OHDA. SNR, substancia negra reticular; SNpc, substancia negra pars
compacta; VTA, area tegmentar ventral; 4V, quarto ventriculo. (N = 9 animais/grupo). (Barra de
escala = 240 um). Adobe Photoshop foi utilizado para demarcar as linhas pontilhadas.

5.2 Aiinjecdo de 6-OHDA no CPu e LC ndo causaram alteragdo na atividade

locomotora

Os testes de CA e LCE além de avaliarem, respectivamente, os comportamentos
exploratorios e ansiosos dos animais, também avaliaram a atividade locomotora. Os
animais ndo apresentaram diferenca de exploragdo no CA (Fig.7A), indicando que 0s
parametros de locomoc¢édo foram preservados apos as injeces de 6-OHDA no LC e/ou
CPu ([F @, 32 = 0.1189; P=0.9484] controle: 2288,69+260,36 cm; LC: 2132,04+132,44
cm; DP: 2179,34+162,31 cm; DP+LC: 2159,87+216,11 cm). O mesmo foi observado no
LCE (Figura 7B [F (332 = 0.2694; P=0.8470] controle: 1653,58+111,69 cm; LC:
1561,28+119,41 cm; DP: 1570,09+90,41 cm; DP+LC: 1684,19+£142,50 cm). De acordo
com a literatura, a injecdo de 6-OHDA no CPu na concentracéo utilizada neste trabalho
ndo mimetiza um modelo com desenvolvimento de déficit motor de DP (Branchi et al.,
2008; Tadaiesky et al., 2008; Oliveira et al., 2020).
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Figura?. Avaliacdo da atividade locomotora ap6s a injecdo da 6-OHDA no CPu e LC. O gréfico
(A) mostra a distancia total percorrida (em centimetros) dos quatro grupos de animais em cinco
minutos de exploracdo no campo aberto. (N= 9 animais/grupo). O gréfico (B) mostra a distancia
total percorrida (em centimetros) dos quatro grupos de animais em cinco minutos de exploracdo
no Labirinto em cruz elevado (N= 9 animais/grupo).

5.3 Alesdo do LC leva a um prejuizo cognitivo no modelo de DP pela 6-
OHDA

O LAM é um teste que avalia diversos parametros, como a meméria de referéncia,
aprendizagem, memoria espacial e atencdo dos animais. A figura 8 mostra o desempenho
dos animais nos quatro dias de treino consecutivos, onde é possivel avaliar as diferencas
no processo de aquisicdo de memoria entre tempo [F 66) = 27.23, P<0.0001] e grupos
experimentais [F 3.32)=5.221, P=0.0048]. Foi observado que o grupo controle apresentou
um aprendizado linear, reduzindo significativamente a laténcia a partir do terceiro dia
(Figura 8A; dia 1: 56,97+5,66 s vs. dia 3: 26,80+8,60 s, P=0.0460; vs. dia 4: 13,13+1,95
s, P=0.0007). O grupo com leséo seletiva do LC também apresentou reducdo da laténcia
a partir do terceiro dia (Figura 8A; dia 1: 64,91+8,77 s vs. dia 3: 27,61+7,22 s, P=0.0063;
vs. dia 4: 35,66+12,52 s, P=0.0496). O grupo DP apresentou diferenca apenas na
comparacédo do dia 1 com o dia 4 (Figura 8A,; dia 1: 95,38+6,95 s vs. dia 4: 55,25+13,49
s; P=0.0304), enquanto o grupo de dupla lesdo somente apresentou diferenca na
comparagéo entre os dias 1 e 3 (Figura 8A; dia 1: 105,05+6,33 s vs. dia 3: 58,97+14,47 s,
P=0.0422).
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Ao comparar o desempenho de todos os grupos no primeiro dia de treino,
observou-se uma diferenca entre o grupo de dupla lesdo em comparacédo ao grupo controle
(Figura 8A; controle: 64,91+8,77 s vs. DP+LC: 105,05%6,33s; P = 0.0002), e 0 grupo que
recebeu a injecdo da toxina no CPu (DP) em comparagéo ao grupo controle (Figura 8A;
controle: 64,91+8,77 s vs. DP: 95,38+6,95; P=0.0031), sugerindo um déficit do tipo
atencional; além disso, o grupo de dupla lesdo também apresentou diferencas na
performance do primeiro dia em relacdo ao grupo de leséo seletiva do LC (Figura 8A;
LC: 64,91+8,77 s vs. DP+LC: 105,05%6,33 s; P=0.0105), sugerindo que a lesdo da SNpc
em conjunto com a lesdo do LC é determinante na performance dos animais durante a

aquisicdo da memoria.
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Figura 8. Dados do dia de treino (aquisi¢cdo da memoria de referéncia) do labirinto aquético de
Morris (LAM). A esquerda, o esquema de protocolo utilizado nos dias de treino. O gréfico (A)
representa a laténcia ao alvo (em segundos) durante os quatro dias de treino. (@) comparacéao
entre o grupo LC e DP+LC no primeiro dia de treino; (#) Tratamento; (*) Tempo. ANOVA de
variancia de duas vias com multiplas comparac¢6es (N= 9 animais/grupo). [ (*) P< 0,05; (**) P<
0,01; (***) P< 0,001; (##) P< 0,01; (###) P< 0,001; (@) P< 0,05].

5.4  Aduplalesdo piora o desempenho cognitivo e a memoria de referéncia

Apbs os quatro dias consecutivos de treino, os animais foram submetidos ao dia
de teste (fase de evocacdo de memaria), que consiste em um minuto de natacdo livre na

piscina, sem a presenca da plataforma. A figura 9 mostra os parametros analisados.
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Figura 9. O quadro representa o dia de teste (reteng&o de memoria) do LAM. A esquerda superior,
um esquema de protocolo do dia de teste. Grafico (A): distancia nos quadrantes; (B): tempo nos
quadrantes; (C): distancia total; (D): travessias pelo alvo; (E): velocidade média de nado; (F)
distancia ao alvo; (G): travessias pelo quadrante oposto; (H): transi¢Bes entre os quadrantes. As
imagens ao lado dos graficos representam os mapas de trajetoria de cada grupo em um minuto de
navegacdo no dia de teste do LAM. (N =9 animais/grupo). [ (*) P< 0,05; (**) P< 0,01; (***) P<
0,001].

Corroborando com o dado mostrado na figura 7, 0s grupos nao apresentaram
diminuicdo na navegacdo total durante o teste de LAM (Fig. 9C), mostrando que todos 0s
animais apresentaram condi¢des motoras para desempenhar a tarefa, ao inves disso, 0s
animais do grupo de dupla lesdo apresentaram um aumento na navegacdo total em
comparagdo ao grupo controle (Figura 9C; controle: 1508,54+77,04 cm vs. DP+LC:
2240,39+127,78 cm; P=0.0003 [F (332) = 7,327]), em relagdo com este dado, o gréfico
(Fig. 9E) apontou 0 mesmo aumento quanto a velocidade ([F (3.32) = 7.055]; Figura 9E;
controle: 24,87+1,29 cm/s vs. DP+LC: 37,03£2,27 cm/s; P=0.0004).
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As trajetorias de navegagdo representativas (Fig.9) mostram um padrdo de nado
tigmotaxico egocéntrico no grupo de dupla lesdo, este dado também esta relacionado com
a distancia total e a diferenca da velocidade média de nado mencionados acima,
mostrando que esses animais fazem um caminho mais longo em maior velocidade durante
0 desempenho do teste. O grafico G (figura 9) mostrou um aumento no numero de
travessias pelo quadrante oposto percorridos pelo grupo com dupla lesdo em comparagéo
ao grupo controle ([F (3,32) = 2.991]; controle: 2,44+0,29 vs. DP+LC: 4,44+0,64;
P=0,0416).

Além disso, os gréficos A e B (Fig. 9) obtidos pela andlise ANOVA de duas vias,
mostram que o grupo de dupla lesdo percorre distancia e tempo equivalentes na zona da
plataforma e na zona oposta a plataforma (Fig. 9A; quadrante da plataforma, DP+LC:
644,11+55,78cm vs. Quadrante oposto: DP+LC: 484,357+68,23cm; P=0,2367; Fig.9B;
quadrante da plataforma, DP+LC: 18,47+1,64s vs. Quadrante oposto, DP+LC:
11,97+1,75s; P=0,0881), ao contrario dos grupos controle e LC, que apresentam aumento
da exploracdo da zona da plataforma tanto em relacdo a distancia (Fig. 9A; quadrante da
plataforma, controle: 580,78+75,66cm vs. Quadrante oposto, controle: 373,00+70,72cm;
P<0,0131; quadrante da plataforma, DP: 580,78+75,66cm vs. Quadrante oposto, DP:
373,00£70,72cm; P=0,0334), e tempo (Fig. 9B: quadrante da plataforma, controle:
23,563+2,21s vs. Quadrante oposto, controle: 9,59+0,99s P<0,0001; quadrante da
plataforma, DP: 20,14+2,53s vs. quadrante oposto, DP: 10,82+1,07s; P=0,0055),
mostrando que os animais com a dupla lesdo exploram menos a zona da plataforma em
relacdo aos demais. O grupo com lesdo seletiva do LC apresentou aumento no quadrante
da plataforma em relacdao ao tempo (Fig.9B; quadrante da plataforma, LC: 20,49+2,84s
vs. Quadrante oposto, LC: 11,10+1,91s; P=0,0050) mas ndo na distancia (Fig. 9A;
quadrante da plataforma, LC: 567,41+69,85cm vs. Quadrante oposto, LC:
335,98+37,48cm; P=0,0682).
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55 A lesdo dupla sugere um aumento do comportamento tipo ansioso,
mas ndo altera a atividade locomotora

Os testes de CA e LCE avaliaram o comportamento do tipo ansioso dos animais.
No teste de CA, normalmente sdo avaliados os padrdes locomotores (Fig. 7A), mas
também, ¢é possivel realizar a analise do comportamento exploratério e do tipo ansioso
dos animais durante os cinco minutos de exploracao. Nao houve diferenca estatistica entre
0S grupos nos parametros analisados (Fig.10).
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Figura 10. O quadro apresenta os gréficos obtidos nos cinco minutos de explora¢do no aparato
de CA. A figura A mostra o esquema virtual de divisdo das zonas na analise pelo software Smart
PanLab 3.0. Distancia percorrida na zona central (B), na zona medial (C) e na zona periférica (D)
em centimetros; Tempo na zona central (E), na zona intermédia (F) e na zona periférica (G) em
segundos; as imagens ao lado dos gréficos representam as imagens representativas da trajetdria
dos grupos no teste. (N= 9 animais/grupo).

O LCE também avaliou o comportamento ansioso dos animais, que puderam
explorar o aparato por cinco minutos. Além dos pardmetros avaliados em outros
experimentos, como tempo e distancia percorrida nos quadrantes, neste teste foi avaliado

também os parametros de analise de risco (stretching) e head dipping.
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Figura 11. O quadro apresenta os graficos obtidos nos cinco minutos de explora¢do no aparato
de LCE. Entradas nos bracos abertos (A) e tempo nos bragos abertos (B) em segundos; Frequéncia
de head dips (C) e frequéncia de analise de risco (D). As imagens ao lado dos graficos representam
as imagens da trajetdria dos grupos no teste. (N= 9 animais/grupo). [ (*) P< 0,05].

A ANOVA de uma via evidenciou uma diminuicdo no nimero de entradas no
braco aberto do aparato (Fig.11A) entre o grupo de dupla leséo e o grupo controle (Figura
11A; [F @. 32) = 2.755] controle: 37,55%4,49 vs. DP+LC: 17,55+5,04 entradas; P =

0,0585). Contudo, os demais parametros ndo apontaram diferencas estatisticas.

5.6 A transmissdo pos-sinaptica hipocampal é modificada no modelo de
lesdo dupla

Amostras do HPc foram preparadas para a detecgdo das proteinas Neu-N e PSD-
95 por Western Blotting. Para normalizacdo das proteinas de interesse, apos a
transferéncia, a membrana foi incubada com o marcador endogeno GAPDH para a
padronizacdo da corrida eletroforética.



45

Veiculo (CPu) Veiculo (CPu) il 6-OHDA (CPu)
+ Veiculo (LC) @ + 6-OHDA (LC) [ + Veiculo (LC)
[ 10 [ ] -

PSD-95
(95kDa) S GHEEED S se— — — — —

uesmon S g e v el el el e

GAPDH

(37kDa) QPR S G
od

Figura 12. Deteccdo das proteinas Neu-N e PSD-95 em amostras do HPc por Western Blotting.
Dados apresentados como média £ SEM. Os resultados foram normalizados pelo marcador
enddgeno GAPDH, e apresentados em forma de porcentagem em comparagao ao grupo controle.
Anadlise estatistica realizada por ANOVA de uma via. (A) imagens obtidas em fotodocumentador
no momento da revelagdo das bandas de proteina com peréxido de hidrogénio e luminol. O gréafico
(C) mostra os niveis de PSD-95 (%) em amostras do hipocampo dos grupos amostrais em relagdo
ao grupo controle. O gréfico (B) mostra os niveis de Neu-N (%) em amostras do hipocampo dos
grupos amostrais em relagdo ao grupo controle. Foi considerado significante quando p<0,05 (*)
em relagéo ao grupo controle. (N = 5-6 animais/grupo). [(*) P< 0,05].
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A ANOVA de uma via evidenciou um aumento nos niveis de PSD-95
hipocampais [F (3,18) = 3.819; P=0.0280] no grupo de dupla lesdo em comparacgao ao grupo
DP (DP: 99,84+46,79% vs. PD+LC: 127,71+41,92% P=0,0299). Ja a proteina NeuN néo
apresentou diferenca entre os grupos [F (.18) = 2.204; P=0,1228].
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6. DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo avaliar as possiveis alteracdes estruturais e
neuroquimicas causadas pela lesdo seletiva do Locus coeruleus no modelo de alterages
ndo motoras da DP. Por meio da injecdo da toxina 6-OHDA na SNpc, mimetizamos o
modelo da DP, e realizamos a lesdo seletiva do LC com o uso da mesma toxina.

Nas analises de memdria espacial, observamos que os grupos DP e dupla leséo
apresentaram déficit cognitivo no LAM. Nos pardmetros de navegacao, observamos que
0 grupo com dupla lesdo ndo conseguiu consolidar e evocar a memdria de referéncia de
maneira eficaz, mostrando a importancia da sinergia da SNpc e do LC nestas funcdes.
Nas analises do CA e LCE, verificamos que todos os animais que receberam a toxina
apresentaram o comportamento tipo ansioso, em um dos parametros avaliados, indicando
novamente a participagcdo do LC em conjunto da SNpc em aspectos cognitivos. Por fim,
observamos que o marcador pos-sindptico PSD-95 esta aumentado no grupo de dupla

lesdo, 0 que sugere o aumento do mecanismo de plasticidade sinaptica.

6.1. Modelo de DP e lesdo seletiva do LC pela 6-OHDA

Vaérios estudos tém utilizado a administracdo bilateral de 6-OHDA no estriado
para mimetizar os sintomas neuropsiquiatricos da DP, que incluem depressdo, ansiedade
e disfungdo cognitiva, além de outros sintomas inerentes a DP. De tal modo, este método
oferece um modelo da DP que induz alteragdes na liberacdo dos neurotransmissores, e
um modelo para estudos de alteracdes ndo motoras. No presente estudo foi escolhido o
modelo de injecdo bilateral de 6- OHDA no caudado putdmen (CPu) de ratos, pois essa
toxina € capaz de destruir retrograda, gradativa e seletivamente neurdnios
dopaminérgicos da SNpc, comprometendo a sinalizacdo dopaminérgica, além de
promover uma ampla resposta inflamatéria (Blum et al., 2001; Blandini, et al., 2007;
Blandini, et al., 2008). Uma vez injetada diretamente nas estruturas encefalicas de
interesse, essa toxina é capaz de destruir seletivamente neurénios catecolaminérgicos
(Ungerstedt, 1968; Breese & Traylor, 1971), levando a uma deplecdo de dopamina,
noradrenalina e adrenalina nas regifes encefalicas que apresentam imunorreatividade
para a enzima tirosina hidroxilase (TH).

Os resultados do presente estudo corroboram com os dados da literatura, visto que

apos a injecdo bilateral da toxina 6-OHDA no CPu, houve uma reducéo significativa no
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namero de neurdnios imunorreativos para TH na regido da SNpc. Para verificar a
seletividade da lesdo na SNpc, foram quantificados os neurdnios do LC, no grupo que
recebeu a injecdo da toxina somente no CPu. A injecdo bilateral da 6-OHDA nesta regido
ndo foi capaz de promover degeneracdo dos neur6nios catecolaminérgicos do LC,
corroborando com estudos anteriores que demonstraram que esta injecdo ndo ocasiona a
morte dos neurbnios este nucleo (Miguelez C., Grandoso L., Ugedo L., 2011). Com
intuito de realizar lesdo seletiva do LC, nucleo catecolaminérgico do SNC, foi realizada
a injecdo bilateral da 6-OHDA nesta regido. Houve uma redugdo significativa dos
neurdnios que apresentam imunorreatividade para a TH neste ndcleo. E sabido que a
toxina 6-OHDA, anéloga a dopamina, € captada pelos neurénios catecolaminérgicos,
através de transportadores de catecolaminas, onde a neurotoxina € acumulada como um
falso neurotransmissor (Schwarting & Huston, 1996; Bové et al., 2005), assim, é
rapidamente oxidada, levando a producdo de varios compostos neurotoxicos, que sdo
responsaveis pela degradacdo neuronal. Portanto, o presente estudo demostra uma
reducdo significativa de neurbnios catecolaminérgicos na substancia negra e do LC, apds
a injecé@o bilateral da 6-OHDA, possibilitando, assim, o estudo da participacdo destes
nacleos nos aspectos cognitivos do modelo de DP escolhido.

6.2. Ansiedade na DP

A ansiedade € um dos vérios sintomas que precedem os sintomas motores (SM)
da DP por varios anos. Em um recente estudo epidemioldgico, a depressdo e a ansiedade
foram mais frequentes em paciente com DP até cinco anos antes do inicio dos SM da
doenca (Schrag et al., 2015). Estudos mostraram que a deple¢do retrograda da SNpc pela
injecdo de 6-OHDA aumenta o comportamento ansioso dos animais (Tadaiesky M. T., et
al., 2008; Carvalho M. M., et al., 2013; Silva T. P., et al., 2016; Vieira J. C. F. et al.,
2019), indo de encontro com os dados apresentados no trabalho em questdo. Ebrahimi-
Ghiri e colaboradores (2018) mostraram a interagdo dos receptores D2 do hipocampo
dorsal e nucleo accubens (NAc) na modulacdo do comportamento do tipo ansioso,
aprendizado e memdria, onde sugeriram que o bloqueio dos receptores de dopamina
nestes ndcleos poderia induzir estes comportamentos (Ebrahimi-Ghiri et al., 2018). Este
dado fornece uma interessante relagéo entre 0 comportamento ansioso e a intensa queda
dos niveis dopaminérgicos no HPc dos animais com DP mostrados no presente estudo.

Outros trabalhos também mostraram a participacdo dos receptores de serotonina na



48

regulagdo do comportamento do tipo ansioso dos animais com a leséo unilateral da SNpc,
onde sugeriram que o blogqueio destes receptores serotonérgicos no hipocampo dorsal
(Liu K. C. et al., 2019) e na area pré-limbica do cortex pré-frontal medial (Du C. X., et
al., 2018) poderiam regular o comportamento tipo ansioso dos animais.

O sistema endocanabiondide também foi correlacionado com o efeito ansiogénico
em um modelo de DP, onde os receptores canabinoides do tipo 1 (CB1) quando ativados
induzem um efeito ansiolitico modulado pela acdo dos receptores dopaminérgicos D1 e
D2 na amigdala (Zarrindast et al., 2011). Além disso, a depressdo induzida pelo agonista
D2 é revertida quando se ativa o receptor D1 de fendtipo SSC23390, sugerindo que o
receptor D1 pds-sindptico modula efeitos comportamentais (Jackson et. al., 1989).
Contudo, o efeito ansiogénico apresentado nos modelos de DP por meio da injecédo da 6-
OHDA segue em descoberta, sendo de suma importancia para o entendimento da via que
responderia a fisiopatologia dos SNM da doenca, além de ser um modelo compativel com

o0 estudo dos SNM in vivo.

6.3. Participacdo do sistema catecolaminérgico na atencdo, aprendizado e

memoéria

Entre os SNM, o comprometimento cognitivo € o mais comum e desafiador na
pratica clinica da DP. Ele pode estar presente em estagios mais iniciais, tornam-se mais
evidente com a progressdo da doenca, sendo presente em até 80% dos pacientes em
estdgios mais avancados (Hely MA, et al., 2008). Estudos post-mortem procurando
correlagfes hipocampais com déficit cognitivo mostraram a presenca de corpos de Lewy
em areas do CA2/3 e, em menor extensdo, no CA1 e giro denteado (DG), com ou sem
perda neuronal (Cinar E, et al., 2020). Através da analise por WB, observamos que, em
todos 0s grupos experimentais, ndo houve alteragdo da proteina NeuN, sugerindo que nao
ocorreram alteragdes estruturais na area hipocampal.

O déficit dopaminérgico € o principal prejuizo neuroquimico na DP, sendo
responsavel pelos SM classicos da doenga. Assim sendo, foi proposto que as alteragdes
cognitivas resultavam da lesdo da mesma via que causa 0s SM (Morttimer et al., 1989).
Entretanto, pesquisadores mostraram a correlacdo entre os SM e a disfungéo cognitiva,
concluindo que outro nucleo também estaria envolvido na DP (Pillon et al., 1989; Levy

etal., 2002). O envolvimento de outras vias monoaminérgicas também foi correlacionado
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as causas dos déficits cognitivos, como por exemplo, do sistema noradrenérgico,
envolvendo principalmente o LC, onde em pacientes com DP a perda dos neur6nios deste
nucleo ocorre anos antes dos SM. A fonte de dopamina hipocampal foi inicialmente
considerada como sendo dos terminais hipocampais TH+ provenientes da VTA, porém
estudos recentes mostraram que a ativacdo, coletivamente, de neurdnios TH+ do LC
também sdo capazes de aumentar a retencdo da memoria atraves da coliberacdo de
dopamina, além de noradrenalina, no hipocampo (Duszkiewicz et al., 2019).

Outra correlacdo foi a disfuncdo estrutural no niacleo basal de Meynert com
transtornos mentais e neuroldgicos (Mesulam, 2013; Grothe et al., 2014; Kilimann et al.,
2014; Gratwicke et al., 2015; Liu et al., 2015). Ray e colaboradores correlacionaram
mapeamentos estereotaxicos com imagens obtidas através de ressonancia magnética
(RM) do SNC, dando énfase ao sistema colinérgico, mostrando que o ndcleo basal de
Meynert (NBM) também sofre uma degeneracao antecipada em pacientes com DP, assim,
sendo associado com o declinio na cognicdo apresentado por estes pacientes (Ray et al.,
2017). Portanto, sdo necessarios estudos que investiguem diferentes vias do SNC que

possam responder sobre a interacdo entre 0s SM e os SNM da DP.

6.4. Participacdo do multicomplexo PSD-95/NMDAR/DA na DP

A fisiopatologia da DP esta relacionada com a diminuicdo da atividade da via
nigroestriatal, pela morte dos neur6nios da SNpc, levando a mudancas morfoldgicas e
funcionais deste circuito, incluindo modificaces da arquitetura sinaptica glutamatérgica
corticoestriatal e consequentemente diminuicdo da plasticidade sinaptica estriatal
(Calabresi P., et al., 2014). Assim, a deplecéo de DA leva a uma diminuicdo de espinhos
dendriticos e sinapses glutamatérgicas em interneurénios palido-estriatais, mas ndo em
interneurdnios nigro-estriatais (Day M., et al., 2007). Um estudo realizado por Paille e
colaboradores (2010) mostrou que graus distintos de denervagdo dopaminérgica afetam
de modo diferente a manutencao e a inducéo de distintas e opostas formas de plasticidade
sinaptica. A denervacdo nigral incompleta ndo afeta a depressao de longa duracdo (do
inglés — LTD — long term depression) nos interneurdnios, o qual € abolido por completo,
indicando a necessidade de niveis baixos, embora criticos, de DA e ativacdo de seus
receptores para a formacao da plasticidade sinaptica; no entanto, a denervacdo completa

desta via altera bruscamente a manutencéo da potenciacdo de longa duracéo (do inglés —
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LTP — long-term potentiation) demonstrando uma participagéo crucial nesta forma de
plasticidade sindptica em modelos de DP (Gardoni F, et al., 2015).

A DA atua nos receptores de dopamina, que sdo classificados em receptores da
familia D1 (D1 e D5) e os receptores da familia D2 (D2, D3 e D4). Os receptores de DA
tém uma funcdo importante no funcionamento cerebral, e alteracbes de suas atividades
estdo intimamente correlacionados com a DP. A modulacdo do trafego dos receptores
dopaminérgicos tornou-se um ponto focal nas tentativas de entender sua regulacdo
funcional. Anatomicamente, 0s receptores dopaminérgicos sdo localizados na fenda pré
e pos-sindptica. A densidade p6s-sinaptica (PSD) é uma area localizada nos dendritos dos
neurdnios excitatorios onde encontra-se em maior quantidade a proteina PSD-95, que faz
parte da familia de guanilato-quinase associado a membrana (MAGUK). A PSD-95 esta
envolvida com a estabilizacdo, recrutamento e trafego de receptores N-metil-D-aspartato
(NMDARS) e receptores alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico (AMPARS),
bem como na modulacdo da sinalizacao celular (Coley & Gao, 2019). A associacao direta
da PSD-95 com receptores NMDA acontece via terminais carboxilicos das subunidades
dos NMDARs NR2A e NR2B (Kornau H. C., et al., 1995; Niethammer M., 1996),
demonstrando ser um mecanismo essencial para a funcéo desses receptores.

Contudo, a literatura apresenta-se contraditoria em relacdo a real funcdo desta
proteina, Zhang e colaboradores em estudos com camundongos sugeriram que a falta de
PSD-95 imobiliza os receptores D1 na superficie da célula e aumenta a sinalizacdo D1
cAMP, assim, além de seu papel na estabilizacdo do receptor e plasticidade sinaptica, a
PSD-95 atua como um modulador no complexo receptor D1-NMDA e amortece a
interacdo entre eles, evitando uma possivel resposta neurotoxica (Zhang et al., 2009;
Zhang et al., 2014). Entretanto, em 2014, em um estudo post-mortem em humanos com
DP que apresentavam SNM como deméncia, depresséo e declinio cognitivo, além dos
SM, foi possivel evidenciar um aumento significativo na expressdo de PSD-95 em
neurdnios hipocampais (Fourie et al., 2014), sugerindo que esta alteracdo poderia estar
associada aos SNM da DP, indo de encontro com os dados mostrados neste projeto. O
papel da PSD-95 parece ser de extrema importancia na funcionalidade de muitos
processos cognitivos, e qualquer alteracdo nos niveis desta proteina, ou seja, tanto um
aumento, quanto uma diminuigdo, podem resultar maleficios ao individuo. Além disso,
estudos com animais (Reinés et al., 2008) e células (Seo et al., 2014) sugerem que até
mesmo tratamentos com antidepressivos triciclicos (ADTs) aumentam os niveis de PSD-

95, sendo este um possivel mecanismo dos efeitos colaterais que envolvem problemas
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cognitivos e em todos, alteracfes hipocampais desta proteina foram citadas (Dumas 2005;
; Stachowicz et al., 2022).

O mecanismo por tras da importancia de manter os niveis basais de PSD-95 para
a sustentacdo de respostas saudaveis continua em descoberta. A proteina participa de um
multicomplexo proteico envolvendo o sistema dopaminérgico e glutamatérgico, onde o
receptor D1 esta colocalizado com os receptores NMDA por interacao fisica, tendo uma
funcdo muito importante na formacéao de plasticidade sinaptica, como na LTP (Calabresi
P., et al., 2001; Fiorentini C., Missale C., 2004). A PSD-95 pode, por sua vez, alterar a
fungdo sinaptica e a neuroplasticidade, além de acelerar o retorno dos receptores D1 a
membrana plasmatica por pulsos de DA (Gu W. H., et al., 2007).

Nossos dados mostram uma grande semelhanca com a literatura neste sentido,
sugerindo que, de fato, niveis alterados da PDS-95 podem afetar mecanismos cognitivos.
O aumento da PSD-95 foi visto apenas nos animais com dupla leséo, ou seja, animais que
possuem o LC e a via nigroestriatal com uma intensa diminuicéo de catecolaminas, sendo
que estas sdo areas que contribuem para o aporte de catecolaminas no HPc. Ainda é
bastante incerto quais das catecolaminas participa majoritariamente da resposta de
LTP/LTD no hipocampo, entretanto, nossa hipotese é que no modelo de dupla leséo a
deplecéo catecolaminérgica da via nigroestriatal em conjunto com a diminuicdo do aporte
de dopamina recebido pelo hipocampo proveniente do LC, diminui intensamente o aporte
de dopamina no hipocampo, porém faltam dados para entender o mecanismo por tras do
aumento de PSD-95.
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7. CONCLUSAO

O presente trabalho abordou sobre 0 modelo de lesdo da SNpc em conjunto com
a lesdo seletiva do LC pela 6-OHDA e suas possiveis alteragdes estruturais e

neuroquimicas, assim, podemos concluir que:

e A injecdo bilateral de 6-OHDA no CPu dos ratos levou a deplecdo retrograda de
>67% dos neurdnios dopaminérgicos da SNpc;

e A 6-OHDA foi capaz de lesar seletivamente >77% dos neurénios do LC quando

injetada bilateralmente neste nucleo;

e A injecdo da 6-OHDA na CPu e LC, em conjunto, causa uma reducdo acentuada

dos neurdnios destas areas;

e A diminuicdo dos neur6nios da via nigroestriatal em conjunto com a lesdo do LC
sugere um aumento do comportamento tipo ansioso e piora a memdria de

referéncia;

e O aumento da PSD-95 no hipocampo de animais com a injecdo da 6-OHDA
bilateralmente no CPu e LC pode ser correlacionado com a alteragdo da meméria
de referéncia, bem como com o aumento do comportamento tipo ansioso destes
animais;

e As catecolaminas liberadas pelo LC no hipocampo exercem um papel fundamental
para a formacdo da memoria de referéncia em animais submetidos ao modelo de
DP.
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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é definida como uma doenca neurodegenerativa cronica de
carater progressivo caracterizada pela perda de neurdnios dopaminérgicos da substancia
negra (SN). Pacientes com DP apresentam sintomas pré-clinicos, como, altera¢cdes no
sono, depressdo e disfuncdo do sistema nervoso autbnomo. Estes sintomas aparecem
antes dos sintomas motores da doenca (tremor em repouso, rigidez muscular,
bradicinesia, hipocinesia e alteraces na postura e no equilibrio) e estdo correlacionados
com a significante neurodegeneracdo do Locus Coeruleus (LC). Fortes evidéncias
mostram que a progressao da patologia, bem como a degeneracao dos nucleos cerebrais
na DP seguem um padrao caudo-rostral, ascendendo do tronco cerebral inferior ao cortex
frontal. A dopamina liberada pela Substancia negra (SN) e pela Area tegmental ventral
(VTA) participa ativamente facilitando a transmissdo de estimulos no hipocampo e,
consequentemente na memoria de longa duracdo. Ja é descrito o papel do LC na
modulacdo de todas as fases da formacao e recuperacdo da memoria pela sua liberacao
noradrenérgica e, em menor escala, dopaminérgica, reafirmando sua importancia clinica
em doencas neurodegenerativas. Na DP é observado um declinio das memorias
declarativas em estagios mais avancados da doenga, porém, pouco se sabe sobre a causa.
Assim, o presente estudo investigou as alteracbes comportamentais dos animais
submetidos ao modelo de DP ndo motora e lesdo seletiva do LC, bem como as alteracdes

estruturais e neuroquimicas da via HPc-LC neste modelo.

Palavras-chave: Parkinson, Locus Coeruleus, Hipocampo, Memoria.
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ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a chronic and progressive neurodegenerative disease,
characterized by loss of dopaminergic neurons of the substantia nigra (SN). Patients with
PD present non-motor preclinical symptoms such as changes in sleep, depression and
autonomic nervous system dysfunction. Those non-motor symptoms use to show up
before the classical motor symptoms in PD (tremor at rest, muscle stiffness, bradykinesia,
hypokinesia, and changes in posture and balance), seems to be related to the
neurodegeneration of the Locus coeruleus (LC). Strong evidence shows that the
progression of the pathology, as well as the degeneration of the cerebral nuclei in PD
follow a caudal-rostral pattern, ascending from the inferior brainstem to the frontal cortex.
Dopamine released by the substantia nigra (SN) and the ventral tegmental area (VTA)
facilitates the stimuli transmission in the hippocampus and, consequently, in long-term
memory. It is already known that the LC modulates all memory phases by its
noradrenergic and, a lesser extent, dopaminergic release, reaffirming its clinical
importance in neurodegenerative diseases. In PD, a decline in declarative memories is
observed in advanced stages of the disease, however, little is known about the cause.
Thus, the aim of this study was to investigate the behavioral changes of animals submitted
to the non-motor PD model and selective LC injury, as well as the structural and

neurochemical changes in the HPc-LC pathway in this model.

Key-words: Parkinson, Locus Coeruleus, Hippocampus, Memory.
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