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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais frequente
relacionada a idade. A depressao e a ansiedade sao disturbios psicolégicos comuns
em pacientes acometidos pela DP. Na literatura, muito se discute sobre o provavel
mecanismo que leva a depressdo na DP e se esta relacionada a outros sintomas
psiquiatricos, como ansiedade. Ainda ndo estd claro quais neurotransmissores ou
guais vias neurais estao alteradas no desenvolvimento desses sintomas nao-
motores. Este estudo teve como objetivo testar como o bloqueio de recaptadores de
neurotransmissores monoaminérgicos interfere nas alteracdes comportamentais
provocadas pela leséo da via nigroestriatal com 6-OHDA em ratos. Para testar esta
hip6tese, os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para infusdo de 6-
OHDA no feixe prosencefédlico medial (FPM) ou na substancia negra (SN). Estes
animais foram divididos em grupos, sendo que um recebeu bupropiona (inibidor da
recaptacdo de dopamina), fluoxetina (inibidor da recaptacdo de serotonina) ou
nortriptilina (inibidor da recaptacdo de noradrenalina), aléem de um grupo sem
inibidores e outro controle, com infusdo de salina 0,9% no lugar da 6-OHDA. No 21°
dia apods a cirurgia, os testes comportamentais tiveram inicio. A atividade locomotora
foi avaliada atraves do teste de campo aberto e o comportamento tipo depressivo e
de ansiedade pelos testes da natacdo forcada, preferéncia a sacarose e labirinto em
cruz elevado. Os resultados foram analisados por ANOVA de uma via seguida de
teste post hoc Newman-Keuls. A lesdo pela infusdo da toxina na SN foi capaz de
causar sintomas nao-motores da DP, como depressdo e ansiedade, sem que
houvesse apresentacédo de prejuizo motor pelos animais, enquanto que a lesdo no
FPM néo causou 0os mesmos sintomas. Nos animais lesados na SN, a administracao
de nortriptilina e a de bupropiona foram capazes de reverter o efeito da 6-OHDA no
tempo de permanéncia no braco aberto do labirinto em cruz. Nesses mesmos
animais, a bupropiona, a nortriptilina e a fluoxetina foram capazes de reverter os
comportamentos de numero de entradas no centro e no braco aberto desse labirinto,
assim como de evitar a reducdo do tempo de natacdo e o aumento do tempo de
imobilidade na natacao forcada, também causados pela lesdo com 6-OHDA. Esses
dados indicam que a lesdo na SN provoca mais alteracbes do que a do FPM em
ratos, além de demonstrar que essas alteracdes dependem de efeitos dessa toxina
em neurdnios dopaminérgicos, noradrenérgicos e serotoninérgicos. Isto entdo
contribui para a caracterizacdo do modelo de alteracdes comportamentais ligados a
lesdo nigroestriatal.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, neurotransmissores monoaminérgicos,
comportamento.



ABSTRACT

Parkinson’'s disease (PD) is the second most common age-related
neurodegenerative disease. Depression and anxiety are common psychological
disorders in patients suffering from PD. In the literature, there is much discussion
about the probable mechanism leading to depression in PD and if it is associated
with other psychiatric symptoms such as anxiety. It is still unclear which
neurotransmitters and which neural pathways alterations could be related to the
development of these non-motor symptoms. This study aimed to test how distinct
monoamine neurotransmitters reuptake inhibitors interfere in the behavioral changes
caused by damage to the nigrostriatal pathway with 6-OHDA in rats. To test this
hypothesis, animals were subjected to stereotaxic surgery for infusion of 6-OHDA
into their medial forebrain bundle (MFB) or their substantia nigra compacta (SN).
These animals were divided in groups, one receiving bupropion (dopamine uptake
blocker), fluoxetine (serotonin uptake blocker) or nortriptylin (noradrenalin uptake
blocker), apart from a 6-OHDA with no blockers and a control group, which received
0,9% saline solution instead of 6-OHDA. At day 21 after surgery, behavioral testing
started. Locomotor activity was evaluated by the open field test; depressive-like
behavior by the forced swimming and the sucrose preference tests; and anxious
behavior by the elevated plus maze test. The results were analyzed by one-way
ANOVA, followed by post hoc Newman-Keuls post hoc test. The injury provoked by
the infusion of the toxin in the SN was able to cause non-motor symptoms of PD,
such as depression and anxiety, with no presentation of motor impairment by the
animals, while injury in the FPM didn’t cause the same symptoms. On the SN
lesioned animals, the administration of nortryptiline and bupropion were able to
prevent from the 6-OHDA effect on the time spent on the open arm of the elevated
plus maze test. On the same animals, bupropion, nortriptyline and fluoxetine were
capable of prevent the reduction of the number of entrances to the center and the
open arms of the same maze, and the reduction of swimming time and increase of
immobility time caused by 6-OHDA on the forced swimming test. These data indicate
that the SN lesion causes more behavior alteration than the MFB lesion in rats, also
demonstrating that these motor alterations depend on the effect of the toxin on
dopaminergic, noradrenergic and serotoninergic neurons. This contributes to the
characterization of this model of behavioral alterations related to the nigrostriatal
lesion.

Key-words: Parkinson’s disease, monoamine neurotransmitter, behavior
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1 INTRODUCAO

James Parkinson descreveu pela primeira vez a (DP) em 1817, em sua
monografia “Ensaio sobre a Paralisia agitante” onde relatou os sintomas motores da
DP. A DP é a segunda doenca neurodegenerativa mais prevalente relacionada a
idade, ficando atras somente da Doenca de Alzheimer. E caracterizada por
degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos que possuem seus corpos celulares
localizados na Substancia Negra pars compacta (SNpc) e os axdnios no estriado,
formando a via nigroestriatal. A degeneracdo desses neurdnios tem como
consequéncia a redugédo da concentragcdo do neurotransmissor dopamina (DA) no
estriado. O déficit dopaminérgico € responsavel pelo aparecimento dos sintomas
motores caracteristicos da DP tais como tremor de repouso, rigidez, instabilidade

postural e bradicinesia.

Além dos sintomas motores, 0s pacientes podem apresentar sintomas nao-
motores como depressdo e ansiedade. Esses sintomas afetam de maneira
significativa a qualidade de vida desses pacientes, sendo mais prejudiciais que 0s
sintomas motores, mesmo em fases mais avancadas da doenca, quando estes ja
progrediram. O mecanismo que leva a depressao e ansiedade em pacientes com DP
permanece incerto. Estudos em pacientes com DP indicam perda de neurdnios néo-
dopaminérgicos, como noradrenérgicos e serotoninérgicos, em diversas estruturas
gue nao compde a via nigroestriatal. Sugere-se que estas perdas podem estar

relacionadas aos sintomas nao motores da DP.

Modelos animais de DP tém auxiliado na compreensdo da etiologia e
mecanismos moleculares envolvidos na doenca. Dentre os diversos modelos
disponiveis que utilizam neurotoxinas, destacam-se aqueles que provocam lesdes
irreversiveis como a 6-hidroxidopamina (6-OHDA), j& que representam a doenca de
maneira mais fidedigna, ndo apresentando recuperacdo dos neurbnios
dopaminérgicos. A 6-OHDA apresenta estrutura semelhante a dopamina e causa
degeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos através da inibicdo da cadeia de
transporte de elétrons e estresse oxidativo. Apesar das limitacbes do modelo, como
o fato de ndo causar alteracdes em estruturas olfativas, tronco cerebral ou locus

coeruleus, ele tem contribuido significativamente para compreenséo da DP.
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Apesar do tratamento com levodopa, precursor da DA, ser muito Gtil nos
sintomas motores, muitas vezes a utlizacdo de inibidores da recaptacdo de
monoaminas é necessaria para o tratamento dos sintomas ndo-motores da DP. Em
sistemas monoaminérgicos, a recaptacdo do neurotransmissor € o principal
mecanismo pelo qual a neurotransmissdo € finalizada. Deste modo, o uso de
inibidores da recaptagdo de monoaminas pode aumentar a neurotransmissao pela
diminuicdo da depuracdo do neurotransmissor da sinapse e prolongar o tempo de

permanéncia do mesmo.

Este trabalho teve como objetivo testar se a injecao intraperitoneal (i.p.) dos
bloqueadores da recaptacdo de neurotransmissores monoaminérgicos nortriptilina,
fluoxetina ou bupropiona anterior a injecdo de 6-OHDA no feixe prosencefalico
medial (FPM) ou na SNpc interfere nas alteragcdes comportamentais produzidas pela

neurotoxina.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Testar se o0s bloqueadores da recaptacdo de neurotransmissores
monoaminérgicos noradrenalina (nortriptilina), serotonina (fluoxetina) ou dopamina
(bupropiona) interferem nas altera¢cées comportamentais provocadas pela a injecao
da neurotoxina 6-OHDA no feixe prosencefalico medial ou na substancia negra pars

compacta.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Lesar a via nigroestriatal com a infusdo da neurotoxina 6-OHDA via cirurgia
estereotaxica para obtencédo de um modelo animal de Doenca de Parkinson.

e Testar como a administracdo em dose Unica, anterior a neurotoxina, de
inibidores seletivos de recaptacdo de monoaminas interfere nos efeitos
comportamentais, motores e neurotoxicos da droga.

e Avaliar a influéncia da administracdo dos bloqueadores de recaptacdo de
dopamina, noradrenalina ou serotonina sobre o desempenho de ratos lesados
no feixe prosencefalico medial com 6-OHDA em testes de comportamento
depressivo e ansioso.

e Avaliar a influéncia da administracdo dos bloqueadores de recaptacdo de
dopamina, noradrenalina ou serotonina sobre o desempenho de ratos lesados
na substancia negra compacta com 6-OHDA em testes de comportamento

depressivo e ansioso.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 DOENCA DE PARKINSON

James Parkinson descreveu pela primeira vez a DP em 1817, em sua
monografia “Ensaio sobre a Paralisia agitante” onde relatou os sintomas motores da
DP (PARKINSON, 1817). A DP ¢ caracterizada pela degeneracdo massiva,
progressiva e irreversivel dos corpos celulares dopaminérgicos localizados na
substancia negra compacta do mesencéfalo, bem como de seus terminais de
ax6nios no estriado, ocorrendo posteriormente acumulo citoplasmatico de inclusdes
fibrilares de proteinas, denominadas corpos de Lewy (HARDY et al, 2006;
HERRERO; PAGONABARRAQA; LINAZASORO, 2011; LANSBURY JUNIOR;
BRICE, 2002). Este fato faz com que ocorra a diminuicdo dos niveis da enzima
tirosina hidroxilase (TH) na substancia negra, a qual faz parte da via de sintese da
DA, assim como a diminuicdo da concentracdo de dopamina no estriado
(WIRDEFELDT et al, 2011).

A dopamina € um neurotransmissor que pertence a familia das
catecolaminas, da qual fazem parte também a noradrenalina (NA) e a adrenalina.
Esses neurotransmissores tém como estrutura basica um nucleo catecol (3,4-
diidroxibenzeno) ligado a um grupo amina através de uma ponte etil (figura 1A). A
via de sintese da dopamina (figura 1B) inicia com o aminoacido tirosina que é obtido
em maior parte da dieta e em pequena quantidade sintetizado no figado a partir da
fenilalanina. A DA é sintetizada através de uma série de reacfes enzimaticas que
requerem co-fatores. A primeira etapa da sintese consiste na conversdo do
aminoécido tirosina em L-DOPA (L-3,4-diidroxifenilalanina ou levodopa) através da
acao da enzima tirosina hidroxilase. Na segunda etapa, a L-DOPA é convertida em
DA através da enzima aminoacido aromatico descarboxilase (AADC) ou também
conhecida como DOPA descarboxilase. Em neurdnios dopaminérgicos, a via de
sintese encerra nesse ponto e tem como produto final a DA, porém em neurbnios
noradrenérgicos e adrenérgicos a via de sintese segue convertendo DA em NE
através da dopamina B-hidroxilase e NA em adrenalina através da feniletanolamina
N-metiltransferase (ELWORTH; ROTH, 1997; BEST; NIJHOUT; REED, 2009).
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Os neurbnios dopaminérgicos originam-se em diferentes areas do cérebro e
estdo presentes em 4 vias principais: a via nigroestriatal, a via tabero infundibular, a
via mesolimbica e a via mesocortical. A principal via dopaminérgica é a via
nigroestriatal que detém cerca de 80% da DA do cérebro. Os neurdnios desta via
projetam-se da SNpc para o estriado. Os neurdnios dopaminérgicos desta via estdo
relacionados com os movimentos voluntarios (BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011).

FIGURA 1 - VIA DE SINTESE DA DOPAMINA
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Os receptores de dopamina sdo receptores metabotrépicos, ou seja,
receptores acoplados a proteina G. Os receptores de dopamina sdo divididos em
duas classes de acordo com o seu efeito sobre a adenosina monofosfato ciclico
(AMPc): D1 que contém os receptores D1 e D5 age pelo aumento de AMPc e D2
que contém os receptores D2, D3 e D4 age através da diminuicdo de AMPc. Os
receptores de dopamina possuem diferentes distribuicdes no cérebro. Os receptores
D1 e D2 s&o altamente expressos no estriado onde desempenham um papel
fundamental no controle motor dos nucleos da base (MISSALE et al, 1998).

Embora a etiologia da DP ainda ndo tenha sido completamente elucidada,
sabe-se que se trata de uma doenca multifatorial. Apesar de ter sido realizada a
identificacdo de genes associados ao desenvolvimento da doenca, os fatores
ambientais foram reconhecidos como corresponsaveis pela grande maioria dos
casos de DP (esporadica ou idiopatica) (THOMAS; BEAL, 2007; LICKER et al.,
20009).

Os corpos de Lewy sdo compostos principalmente pela proteina alfa-sinucleina
(a-syn) (SAVITT; DAWSON; DAWSON, 2006). Sua funcéo fisiologica ainda nao é
conhecida, mas sugere-se que esteja ligada a regulacdo da neuroplasticidade
(GEORGE et al, 1995, CLAYTON; GEORGE, 1999). Estudos demonstram que
mutacdes no gene a-syn estdo ligados a DP autossémica dominante, implicando

assim seu papel na patogénese da DP (ZARRANZ et al., 2004).

3.2EPIDEMIOLOGIA

A DP é a segunda doenca neurodegenerativa mais frequente relacionada a
idade, sendo superada apenas pela Doenca de Alzheimer (WILLIS et al., 2010; DE
RIJK et al.,, 1997; ANDLIN-SOBOCKI et al, 2005), afetando cerca de 1% das
pessoas idosas nos paises ocidentais (WIRDEFELDT et al.,, 2011 A prevaléncia
aumenta com a idade, cerca de 2% das pessoas com idade superior a 65 anos
possuem DP (TAN, 2013).
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Estima-se que cerca de 4,5 milhdes de pessoas no mundo possuam DP
(WIRDEFELDT et al., 2011). Acredita-se que em 2040, doencas neurodegenerativas
como a DP superem o céncer e se tornem a segunda maior causa de morte entre
idosos (LILIENFELD; PERL, 1993).

A DP afeta pessoas do mundo inteiro, de todas as etnias, sendo ligeiramente
mais predominante em homens do que em mulheres. Individuos negros de
diferentes partes do mundo apresentam diferentes incidéncias de DP, desta
maneira, fatores ambientais parecem ter papel fundamental no desenvolvimento da
patologia (LANG; LOZANO, 1998).

3.3FISIOPATOLOGIA

Comprovou-se que uma série de mecanismos fisiopatolégicos podem estar
envolvidos na DP, estes mecanismos incluem estresse oxidativo, disfuncéo
mitocondrial, danos excitotdxicos, pertubacdo da homeostase de calcio, inflamacéo,
apoptose e agregacao de proteinas (THOMAS; BEAL, 2007; LICKER et al., 2009;
LOTHARIUS; BRUNDIN, 2002; CAMPELLO et al., 2013; COLLIER; SORTWELL,
1999) aléem de mutacdes em genes que codificam proteinas com um papel
neuroprotetor, tal como a parkin a (HARDY et al., 2006; THOMAS; BEAL, 2007).

Os nucleos da base (NB) fazem parte de uma complexa rede neuronal que
integram as regifes cerebrais associativa, oculomotora, limbica e motora. Fazem
parte dos NB: corpo estriado (formado pelo putamen e o nucleo caudado), o globo
palido (interno (GPi) e externo (GPe)), o nucleo subtalamico (NST) e a substancia
negra (pars compacta (SNpc) e pars reticulada (SNpr)). O circuito mais intimamente
ligado a fisiopatologia do movimento € o “circuito motor” (SANTENS et al, 2003;
ALEXANDER; DE LONG; STRICK, 1986).

No que diz respeito ao estresse oxidativo, sugere-se que 0s neurbnios
dopaminérgicos presentes na SNpc sejam particularmente suscetiveis a
degeneracdo (BLUM et al, 2001). Neurbnios dopaminérgicos apresentam niveis
elevados de espécies reativas de oxigénio (EROS). Sabe-se que a degradacao da

DA através da enzima monoamina oxidase (MAO) gera a formacéo de peroxido de



22

hidrogénio, além disso, a auto-oxidacdo da DA gera neuromelanina que, quando
combinada com ferro, aumenta a formacgé&o de radicais hidroxila. Foi descoberto que
a maioria dos neurdnios da SNpc continham neuromelanina na DP, somado ao fato
da diminuicdo da glutationa peroxidase ocasionando diminuicdo da capacidade de
desintoxicacdo. Foram identificados dois principais responsaveis pelo aumento das
EROS na degeneracédo da SNpc, o primeiro seria o0 aumento dos niveis de ferro e o
segundo a diminuicdo da defesa antioxidante. Além da glutationa peroxidase, a
proporcao glutationa reduzida e oxidada (GSH/GSSG) apresenta-se reduzida no
guadro de degeneragao assim como a catalase (BLUM et al, 2001).

Além dos EROS, espécies reativas de nitrogénio parecem estar envolvidas
também na fisiopatologia da DP. A ativacdo de células da glia do tecido em
degeneracdo pode gerar citocinas (como fator de necrose tumoral-a (TNF-a)) e
oxido nitrico que, por sua vez, geram o radical peroxinitrito. Além de geracao de
espécies reativas de nitrogénio e citocinas, as células da glia também podem ativar

diretamente a via de morte celular (BLUM et al, 2001).

3.4SINTOMATOLOGIA

3.4.1 Sintomas motores

Os primeiros sintomas motores da DP surgem quando aproximadamente 50%
dos neurdénios dopaminérgicos da SN se perderam e a DA no estriado foi reduzida
em cerca de 80% (KIRIK; ROSENBLAD; BJORKLUND, 1998). Os pacientes
acometidos pela DP apresentam como principais sintomas motores o tremor de
repouso, rigidez, instabilidade postural e bradicinesia (lentiddo de movimentos)
(HARDY, 2006). Os pacientes com DP apresentam maior laténcia para iniciar
movimentos e, quando o fazem, o tronco e os joelhos apresentam-se flexionados, os
passos tornam-se mais curtos e 0 numero de passos aumenta. O déficit de DA no
estriado interfere diretamente no circuito motor ocasionando 0s sintomas acima
enumerados (OBESO et al, 2002; BERARDELLI et al, 2001).
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Estes sintomas podem vir acompanhados de sintomas n&o-motores que
afetam de maneira significativa a qualidade de vida do paciente e diversas vezes
nao respondem aos tratamentos destinados aos sintomas motores (CHAUDHURI,
SCHAPIRA, 2009). Os sintomas ndo-motores podem incluir déficits olfativos,
prejuizo do sono e distlrbios neuropsiquiatricos (BRAAK et al, 2004; CHAUDHURYI,
HEALY; SCHAPIRA, 2006).

3.4.2 Sintomas nao-motores

Sintomas como disturbios olfatorios, de sono e autondmicos, fadiga, dor,
depresséo e ansiedade séo ditos sintomas ndo-motores da DP e atingem a grande
maioria dos pacientes antes mesmo do aparecimento dos primeiros sintomas
motores (WOLTERS, 2008). Além dos ja citados, pacientes com DP podem
apresentar disfuncdo cognitiva, em casos mais graves podendo chegar a deméncia
com extremo comprometimento da memoria, pensamento e linguagem
(CUMMINGS, 1992).

Sintomas depressivos ou de ansiedade também s&o comuns em pacientes
acometidos pela DP e mostram-se frequentemente associados (KANO et al., 2011).
Em um estudo de Menza e colaboradores (1993), foi relatada a ocorréncia de
transtorno depressivo em 92% dos pacientes com DP diagnosticados com transtorno
de ansiedade e um transtorno de ansiedade em 67% do pacientes com DP

deprimidos.

3.4.2.1 Depressao

A depressdo € definida como um disturbio em que estdo presentes
principalmente sintomas afetivos tais como tristeza, apatia, anedonia e desespero,
mas também sintomas fisicos que provocam perda de interesse por atividades
diarias. De acordo com a DSM-V, para que se faca o diagnostico do transtorno de

depressdo maior, € necessario que ao menos cinco dos sintomas a seguir sejam
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satisfeitos no mesmo periodo de tempo de duas semanas. S&o eles: humor
deprimido na maior parte do dia (percebido pelo préprio paciente ou por terceiros),
perda significativa de peso ou aumento de peso, diminuicdo ou aumento do apetite
guase todos os dias, insonia ou hipersonia quase todos os dias, agitacdo ou retardo
psicomotor, fadiga, sentimentos de inutilidade ou culpa excessiva ou inapropiada,
capacidade reduzida de pensar ou concentrar se, pensamentos recorrentes de
morte, sintomas que causam sofrimento clinicamente significativo ou prejuizo em
areas sociais, sintomas que nao se devem aos efeitos fisiolégicos diretos de uma
substancia (como uma droga de abuso ou medicamento), humor deprimido e perda
de interesse ou prazer, sendo que pelo menos um dos dois Ultimos sintomas tem
gue estar necessariamente presente para que o diagnéstico de depressdo maior
seja feito (AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION, 2013). Ainda, € preciso
ressaltar a importancia da diferenciagcdo dos sintomas depressivos da depressao
propriamente dita, jA que sentimentos de tristeza sdo proprios da espécie humana
(PARADELA, 2011).

Na literatura, muito se discute sobre o provavel mecanismo que leva a
depressdo na DP e se esta estad relacionada a outros sintomas psiquiatricos,
incluindo a apatia e ansiedade. E discutido também se a depress@o na DP esta
relacionada a disfuncdo dopaminérgica (ESKOW- JAUNARAJS et al., 2011). Ainda
nao esta claro se a depressao esta realmente ligada a disfuncdo de sistemas
neurotransmissores como 0s dopaminérgicos, noradrenérgicos e serotoninérgicos
como muitos argumentam. Contudo, estudos de imagem demonstraram que 0S
pacientes com DP que desenvolvem depressdo apresentam alteracdes estruturais
que refletem em disfuncdo dopaminérgica (WALTER; SKOLOUDIK; BERG, 2010).

Vérias teorias tém sido propostas para explicar a fisiopatalogia da depressao
(PRINS; OLIVER; KORTE, 2011). A principal teoria bioquimica da depresséo € a
das monoaminas, proposta por Schildkraut, em 1965. Esta teoria diz que a
depressdo pode ser causada por déficit de neurotransmissores monoaminérgicos
em certos locais do cérebro (SCHILDKRAUT, 1965).

Ainda, a teoria é baseada principalmente na eficacia da primeira e segunda
geracdo de antidepressivos, apontando um desequilibrio principalmente na

neurotransmissao serotoninérgica e noradrenérgica (SLATTERY; HUDSON; NUTT,
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2004). Por exemplo, a nortriptilina € um antidepressivo triciclico (ADTs) que age pelo
bloqueio da recaptacdo pré-singptica de noradrenalina; enquanto a fluoxetina é
classificada como inibidor seletivo da recaptacao de serotonina (ISRS) (MASSART;
MONGEAU; LANFUMEY, 2012; HADDJERI et al, 2014;). Estas duas classes sao
tradicionalmente utilizadas na clinica como antidepressivos e podem ser também

aplicadas no tratamento da depresséo associada a DP (CHEN et al., 2007).

Diversos estudos histoldégicos em pacientes com DP relataram a perda de
neurbnios nado-dopaminérgicos em diversas estruturas que ndo compde a via
nigroestriatal, tais como neurénios noradrenérgicos no locus coeruleus e nucleo
vagal dorsal e neurbnios serotoninérgicos da rafe (JELLINGER, 1987; JELLINGER,
1990). Estas perdas podem estar relacionadas a sintomas nao-motores da DP como
depressao e disfuncao cognitiva (DEUMENS; BLOKLAND; PRICKAERTS, 2002).

Foi demonstrada através de tomografia computadorizada por emissao de
positrons (PET) e tomografia computadorizada por emissao de foton unico (SPECT)
a perda da integridade de sistemas noradrenérgicos, serotoninérgicos e colinérgicos
localizados no tronco cerebral de pacientes com DP (DODER et al, 2003). Ainda, foi
possivel correlacionar a gravidade do dano do sistema de neurotransmissor a
expressao clinica da depressédo (REMY et al, 2005; MURAI et al, 2001).

Os efeitos da depresséo na qualidade de vida dos pacientes que possuem DP
tém sido exaustivamente estudados, porém a mesma atencdo ndo é dada a
ansiedade (CAROD-ARTAL et al., 2008; QUELHAS; COSTA, 2009; HANNA;
CRONIN-GOLOMB, 2009). Elas séo indicadas como as maiores causas da ma
gualidade de vida dos pacientes com DP, sendo mais prejudiciais ao bem estar que
0s sintomas motores, mesmo nos estagios avancados da doenca, quando estes ja
progrediram (CAROD-ARTAL et al., 2008; HELLY et al., 2005). Esses distarbios
chegam a afetar até 50% dos individuos com DP em alguma fase da doenca
(NEGRE-PAGES et al, 2010).

Apesar deste fato, sabe-se que apenas 20% dos pacientes que possuem
algum desses transtornos psicologicos recebem algum tipo de tratamento
profissional (FRISINA, 2008). O tratamento de primeira linha para depressao e

ansiedade em DP é realizado com psicofarmacoterapia. As duas classes mais
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comumente utilizadas sao inibidores da recaptacao de serotonina e antidepressivos
triciclicos (CHEN et al., 2007).

3.4.2.2 Ansiedade

s

O transtorno de ansiedade generalizada € caracterizado por preocupacao
persistente e excessiva acompanhada de sintomas fisicos como tensdo muscular.
De acordo com a DSM-V, para que o transtorno de ansiedade generalizada seja
diagnosticado é necesséario que paciente apresente ansiedade e preocupacao
excessiva, ocorrendo na maioria dos dias por pelo menos seis meses, que a
preocupacao seja dificil de controlar e esteja relacionada a pelo menos trés dos
seguintes sintomas: inquietacdo ou sensacdo de estar no limite, cansar-se
facilmente, dificuldade de concentracéo, irritabilidade, tensdo muscular e disturbios
do sono. Além disso, para o diagndstico o paciente deve apresentar também
sintomas fisicos, ansiedade ou preocupacado que causem sofrimento clinicamente
significante ou incapacidade em atividades sociais ou ocupacionais e por fim, o
transtorno ndo pode estar atribuido a uma condicdo médica geral, uso de
substancias ou outro transtorno mental (AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION,

2013).

Apesar das varias teorias propostas para explicar a ansiedade nos pacientes
com DP, muito pouco se sabe sobre o assunto. Propde-se que a ansiedade seja
uma resposta reativa ao diagnéstico de DP. Entretanto, quando comparados grupos
de pacientes com ansiedade com e sem DP, ela é significativamente mais grave em
pacientes com DP (SCHIFFER et al., 1988). Aliado a este fato, foi observado que
estes pacientes tém maior risco de desenvolver ansiedade, antes mesmo do
diagnostico de DP (WEISSKOPF et al., 2003; SHIBA et al., 2000).

Além do desconforto gerado pela prépria ansiedade, esta também acarreta o
agravo dos sintomas motores. Segundo relato de pacientes, os episédios de
ansiedade intensificam o tremor preexistente ou a discinesia (SIRI et al, 2010).
Desta maneira, o0 tratamento da ansiedade destes pacientes pode

consequentemente melhorar os sintomas motores (SCHIFFER et al., 1988).
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3.5 DIAGNOSTICO

O diagnostico da DP é clinico, ndo havendo até o momento nenhum
biomarcador ou teste que consiga diagnosticad-la com certeza (MASSANO, 2011;
DELENCLOS et al, 2015). A combinacgao de alguns dos sintomas motores, presenca
de tremor de repouso e resposta a levodopa diferencia a DP de outros
parkisonismos (GILADI et al, 1990). O tremor classico de 4 a 6 Hz da DP pode ser
atil para diferencia-la de diversos outros parkisonismos, entretanto, o fator
complicador é que este tremor esta ausente em mais de um quarto dos casos de DP
(GHIKA; BOGOUSSLAVSKY, 1997). De acordo com o UK Parkinson’s disease
Society Brain Bank Clinical Criteria (sensibilidade de 90,4% e especificidade 98,1%),
para que se faca o diagnéstico de DP o minimo necessario é identificar a presenca
de bradicinesia associada a mais um sintoma motor (rigidez, tremor de repouso com
frequéncia de 4 a 6 Hz ou instabilidade postural). Por vezes os sinais da DP sé&o
evidentes ja quando o paciente entra no consultério, outros necessitam de um
exame mais detalhado (MASSANO, 2011).

3.6 TRATAMENTO

Existe um grande debate sobre qual seria 0 momento ideal para iniciar o
tratamento medicamentoso da DP. Atualmente recomenda-se que o0 tratamento
inicie apenas quando os sintomas motores forem considerados como limitantes para
o paciente. O motivo pelo qual o tratamento farmacolégico tem sido adiado é
proteger o paciente dos efeitos adversos causados pela levodopa, além de
possibilitar que o paciente responda por mais tempo a droga. Entretanto, ndo
existem evidéncias que apoiem esta medida (STOCCHI; VACCA; RADICATI, 2015).

Terapias que visam interromper a perda progressiva de neurdnios
dopaminérgicos tém sido propostas, estas terapias sao ditas neuroprotetoras e tem
como objetivo retardar o curso da doenca. Drogas neuroprotetoras necessitam ser

inseridas 0 mais breve possivel, jA que se propde que elas possam preservar 0s
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neuronios restantes (EMBORG, 2004; STOCCHI; OLANOW, 2013). Embora
inimeras drogas neuroprotetoras testadas em laboratério se mostrem promissoras,
o tratamento disponivel para DP permanece sintomético, ou seja, tratam os sintomas
mas nado impedem a progressao da degeneracdo. Estes tratamentos mostram-se
muito Gteis, podendo melhorar significativamente a qualidade de vidas destes
pacientes. Porém, algumas manifestacbes da DP ndo respondem bem as terapias
farmacoldgicas atuais, tais como comprometimento cognitivo e deméncia as quais
se fazem presentes nos estagios avancados da doenca (STOCCHI; OLANOW,
2004; BRICHTA, GREENGARD, FLAJOLET, 2013; POEWE, MAHLKNECHT,
JANKOVIC, 2012; LE, SAYANA, JANKOVIC, 2013).

Os tratamentos para DP propdem restaurar os niveis de DA no cérebro ou
ativar diretamente os receptores dopaminérgicos e podem ser basicamente divididos
em: precursores da DA, agonistas dopaminérgicos, inibidores da degradacdo de DA
e anticolinérgicos (MATOS et al, 1998). A levodopa é considerada o padrdo ouro
para o tratamento de DP, nenhum tratamento farmacoldgico ou cirargico mostra-se
mais efetivo que a levodopa (CLARKE; GUTTMAN, 2002; AHLSKOG; MUENTER,
2001). A levodopa (L-dopa) € um precursor da DA, que é convertido em DA atraves
da acéo da enzima AADC (KING et al, 2011). Este medicamento € administrado na
forma de pro-farmaco pelo fato da DA néo ser capaz de atravessar a barreira
hematoencefélica (BHE). Uma vez no SNC, a levodopa atravessa a BHE através do
transportador de aminoacidos neutros. A levodopa é administrada via oral e pode ser
convertida a DA ja no trato gastrointestinal (TGI) (LEE et al, 2008), desta maneira, a
guantidade de levodopa que chega a BHE para atingir o sistema nervoso central
(SNC) é muito pequena, cerca de 1 a 3%, por esse motivo ela € geralmente
administrada em combinac¢do com a carbidopa. A carbidopa é um inibidor da enzima
AADC que impede que a levodopa seja convertida em DA na periferia. A carbidopa é
incapaz de atravessar a BHE, assim, ndo interfere na converséo de levodopa em DA
no SNC (FERREIRA et al, 2009).

O uso crénico da levodopa ocasiona tolerancia e sensibilizacdo, a medida que
0 uso de levodopa € continuado, é necessaria uma maior dose do farmaco para
haver melhora dos sintomas. A maioria dos pacientes ap6s um longo periodo

utilizando levodopa desenvolve flutuacdes motoras (STACY, 2005). A primeira
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complicacdo motora a aparecer geralmente € o fenbmeno wearing-off, onde o efeito
antiparkisoniano de uma dose do medicamento ndo se mantém até que a proxima
dose seja administrada (CAILLAVA-SANTOS; MARGIS; RIEDER, 2015). Outra
complicacdo sao os fendmenos conhecidos como “on” e “off’, nos periodos “off’
ocorre 0 reaparecimento dos sintomas motores devido ao efeito da levodopa
desaparecer horas apos sua administracdo, e nos periodos “on” a levodopa exerce
seu efeito havendo melhora do desempenho motor dos pacientes (KEIJSERS;
HORSTINK; GIELEN, 2003). Devido a estes efeitos discute-se 0 momento ideal de
iniciar o uso da levodopa e as vantagens de se adiar este tratamento nos estagios
iniciais da DP (TEIXEIRA JUNIOR; CARDOSO, 2004). Por isso propde-se utilizar
outros farmacos como tratamento inicial, principalmente agonistas dopaminérgicos
(DE SANT et al, 2008).

Os agonistas dopaminérgicos atuam diretamente nos receptores pos-
sinapticos da DA. Pertencem a esta classe derivados da ergotamina como
bromocriptina (agonista D2) e a pergolida (D1 e D2) e agonistas ndo derivados da
ergotamina tais como pramipexole (D3 > D2) e ropinirol (D3 > D2) utilizados
geralmente em associacdo com a levodopa (OLANOW, 2013). Esta classe
apresenta diversas vantagens como nao competir com a levodopa e outros
aminoacidos neutros pelo seu transporte na BHE, ndo necessitam de converséo
pela AADC e meias-vidas mais longas que a levodopa, necessitando de doses
menos frequentes (RADAD; GILLE; RAUSCH, 2005).

A terceira classe utilizada para o tratamento de DP € a classe dos inibidores
da degradacao da DA. Pertencem a esta classe inibidores da MAO-B (isoforma da
MAO que predomina no estriado) e inibidores da COMT. A MAO-B e a COMT séao
enzimas que participam do metabolismo da DA degradando-a (DE ANDRADE;
FERRAZ, 1997). A selegilina foi o primeiro inibidor seletivo irreversivel da MAO-B a
ser utilizado em DP (LANGSTON; IRWIN, 1986). Uma desvantagem do uso da
selegilina € que ela tem como metabdlito a anfetamina, foi apontada uma maior
mortalidade quando utilizada levodopa em associacdo com selegilina se comparado
ao uso de levodopa isolada (HEINONEN; MYLLYLA, 1998). Além da selegilina, a
rasagilina também é um inibidor da MAO-B, porém ndo apresenta metabdlitos

toxicos. Ela mostrou-se eficiente como monoterapia no inicio da DP (PARKINSON
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STUDY GROUP, 2002; STERN et al, 2004). A tolcapona e a entacapona sao
inibidores da COMT e ambos podem ser utilizados em associagcdo com a levodopa
por diminuirem seu metabolismo periférico (KAAKKOLA, 20010; WARD et al, 1984).

Os farmacos anticolinérgicos, como o biperideno e triexifenidil, sdo indicados
como terapia inicial para pacientes mais novos (menos de 70 anos), sem disfuncéo
cognitiva, pois apresentam diversos efeitos adversos, especialmente em individuos
mais velhos. Dentre os efeitos adversos estdo confusdo, boca seca, retencéo
urinaria e precipitacdo de crises de glaucoma. Sao utilizados quando o tremor é a
manifestacdo predominante, ndo apresentando efeito clinico significativo sobre os
demais sintomas motores da DP (MIYASAKI et al, 2002; MASSANO, 2011).

3.7 MODELOS ANIMAIS DE DOENCA DE PARKINSON

Descobertas do ponto de vista da genética auxiliaram na compreenséao de
possiveis vias moleculares envolvidas na patogénese da DP. Entretanto, estas
descobertas ainda ndo conseguiram responder a importantes questées que surgem
guando falamos sobre esta patologia. Entre estas questdes estdo o envolvimento do
envelhecimento com a DP, o papel da hereditariedade e por que ha uma perda
relativamente seletiva de neurbnios dopaminérgicos. Estas e outras questdes
parecem ser abordadas de maneira mais eficiente por modelos animais (DAUER,;
PRZEDBORSKI, 2003).

Apesar da neurobiologia da DP ndo ser bem conhecida, os modelos animais
auxiliam na compreensdo de sua etiologia, patologia e mecanismos moleculares
(DAUER; PRZEDBORSKI, 2003). Além disso, esses modelos tornaram-se muito
Uteis para a avaliacao da eficacia de tratamentos potenciais na fase que antecede os

ensaios clinicos em seres humanos (RIBEIRO et al., 2013).

Os modelos animais apresentam uma grande variedade de formas, mas
basicamente podem ser divididos em dois grupos, os que utilizam neurotoxinas,
ambientais ou sintéticas, e 0s genéticos, que utilizam a expressao in vivo de

mutacdes relacionadas com a DP (BLESA et al, 2012). Dentre os modelos que
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utilizam neurotoxinas, elas podem ser reversiveis como é o caso da reserpina ou
irreversiveis como 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina (MPTP),
hidroxodopamina (6-OHDA), paraquat e rotenona. Estudos mais recentes tem dado
preferéncia as irreversiveis para produzir a patologia e sintomatologia relacionada a
DP (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; CARLSSON; LINDQVIST; MAGNUSSON,
1957; CARLSSON, 1959; BETARBET; SHERER; GREENAMYRE, 2002).

Algumas caracteristicas devem ser respeitadas pelo modelo animal quando
testamos futuras terapias neuroprotetoras, entre estas destacamos o fato da lesdo
nigral realizada no modelo ser obrigatoriamente replicavel e a perda de células
dopaminérgicas ser estavel e ndo haver recuperacao instantanea. Estes requisitos

séo fundamentais para demonstrar a relevancia clinica do estudo (EMBORG, 2004).

Os modelos que utilizam toxinas tém como caracteristica comum o fato de
produzir um estresse oxidativo e causar a morte celular em neurdnios

dopaminérgicos, assim como é visto na DP (BLESA et al., 2012).

A infuséo de diferentes toxinas no mesmo local causam respostas diferentes.
A infusdo de MPTP causa morte de menor niumero de neurdnios que a 6-OHDA
injetada no mesmo local, indicando menor poténcia do MPTP em lesar o neurdnio.
Além da menor poténcia, sugere-se que as duas neurotoxinas ajam por mecanismos
diferentes, indicando que ha diferenca entre a forma de captacdo das duas toxinas
pelos neurbnios dopaminérgicos e entre 0S mecanismos que levam a morte
neuronal. O MPTP é capaz de causar lesdo apenas quando o corpo celular é
atingido pela infusdo, causando uma lesdo mais pontual, enquanto que a 6-OHDA
parece ser captada, causando leséo retrograda e atingindo também neurénios com o

corpo celular em locais mais distantes do local de infusdo (FERRO et al, 2005).

3.7.1 6-Hidroxidopamina

A 6-OHDA foi isolada em 1959 (SENOH; WITKOP, 1959) e utilizada pela

primeira vez a quase 50 anos, sendo utilizada até hoje in vitro e in vivo
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(UGERSTEDT, 1968). A 6-OHDA difere da dopamina pela presenca de uma
hidroxila adicional, este grupamento a torna tOxica para 0S neurdnios
dopaminérgicos (PERESE, 1989).

Esta neurotoxina apresenta elevada afinidade por transportadores
catecolaminérgicos como o transportador de dopamina (DAT) e da norepinefrina
(NET) (SACHS; JONSSON, 1975), por esse motivo, muitas vezes um inibidor de
recaptacdo de noradrenalina, como a desipramina, € utilizado em conjugagéo com a
6-OHDA, com a finalidade de poupar os neurbnios noradrenérgicos no modelo
animal de DP (MARTIN; MYERS; NEWBERG, 1976). Além disso, um estudo
realizado por Santiago e colaboradores (2014) demonstrou redugcdo de 5-HT no
hipocampo apos leséo intranigral com 6-OHDA, indicando que a neurotoxina afeta

também neurdnios serotoninérgicos.

A 6-OHDA néo atravessa a BHE, desta maneira, para gerar o modelo, &
necessario que a toxina seja injetada diretamente no encéfalo com auxilio de uma
cirurgia esterotaxica. Uma vez dentro dos neurénios dopaminérgicos, ela é oxidada
em espécies reativas de oxigénio que levam a inibicdo cadeia de transporte de
elétrons e estresse oxidativo (MAZZIO; REAMS; SOLIMAN, 2004). Sugere-se que a
6-OHDA cause degeneracéo da via nigroestriatal através da geracao de peroxido de
hidrogénio e radicais hidroxila, semelhante ao que ocorre na DP. Diversos estudos
demonstram que a 6-OHDA produz estresse oxidativo tanto in vitro como in vivo e
essa teoria é respaldada pelo fato de agentes antioxidantes reduzirem a toxicidade
da neurotoxina. A 6-OHDA gera EROS através de dois mecanismos: 1)
desaminacdo através da enzima MAO gerando peréxido de hidrogénio; 2) auto-
oxidacdo ndo enzimatica gerando diversas EROS tais como radicais superoéxido,
peroxido de hidrogénio e radicais hidroxila. A formacdo de EROS pelos dois
mecanismos parece ser amplificada pela presenca de ferro. Apos injecdo de 6-
OHDA os niveis de ferro sdo aumentados na SNpc e no estriado. O ferro catalisa a
Reacdo de Fenton, aumentado o nimero de EROS e desta maneira, contribuindo
para a toxicidade (BLUM et al, 2001).

A quantidade de 6-OHDA injetada, o local da injecdo e espécies de animais

utilizados determina a magnitude da lesdo. Este modelo n&o é totalmente fiel as
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caracteristicas da DP. A 6-OHDA provoca perda de neurbnios dopaminérgicos na
regido nigral, deplecdo de dopamina e déficits neurocomportamentais, entretanto, a
neurotoxina parece nado afetar outras regides do cérebro tais como estruturas
olfativas, areas menores do tronco cerebral ou I6cus coeruleus (BLESA et al, 2012).
Os corpos de Lewy e déficits olfativos ndo sdo observados nos animais tratados com
6-OHDA (SPILLANTINI et al., 1997). Apesar das limitacbes este modelo tem
contribuido significativamente para a compreensdo da DP (BLESA et al., 2012).

FIGURA 2 — MECANISMOS DE AGCAO DA 6-OHDA
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Fonte: BLUM et al (2001).

3.8 INIBIDORES DA RECAPTACAO DE NEUROTRANSMISSORES
MONOAMINERGICOS

O processo degenerativo da DP néo limita-se aos neurbnios dopaminérgicos,

atingindo também sistemas noradrenérgicos e serotoninérgicos. Apesar do
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tratamento com levodopa associado a carbidopa ser considerado o padréo ouro para
o tratamento de DP, esta associacdo auxilia apenas nos déficits de DA e NA néo
sendo util na reversdo da reducdo de 5-HT. Por esse motivo, inibidores da
recaptacdo de monoaminas podem ser Uteis por promoverem o aumento dos niveis
de monoaminas em todo o cérebro (HUOT; FOX; BROTCHIE, 2015).

Em sistemas monoaminérgicos, a recaptacdo do neurotransmissor é o
principal mecanismo pelo qual a neurotransmissdo é finalizada. Deste modo, a
inibicAo da recaptacdo pode aumentar a neurotransmissdo pela diminuicdo da
depuragéo do neurotransmissor da sinapse e prolongar o tempo de permanéncia do
neurotransmissor (HUOT; FOX; BROTCHIE, 2015).

3.8.1 Nortriptilina

A nortriptilina faz parte da classe dos ADTs, que receberam este nome por
possuirem em comum uma estrutura com dois anéis aromaticos ligados a um anel
de ciclo-heptano. A imipramina foi o primeiro medicamento desta classe, que
também engloba a amitriptilina, a desipramina e a clomipramida. Além do tratamento
da depresséo, os ADTs sao uUteis em doses mais baixas no tratamento de sindromes
de dor, como enxaqueca, distarbios de dor somatica e na sindrome da fadiga
cronica. Seus efeitos adversos sdo causados devido a sua ligacdo a varios canais

de receptores além de seus alvos terapéuticos (GILLMAN, 2007).

FIGURA 3 — ESTRUTURA QUIMICA DA NORTRIPTILINA

Fonte: HUOT; FOX; BROTCHIE (2015).
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A nortriptilina age através da inibicdo da recaptacdo de NA da fenda sinaptica
pela ligagdo com o seu transportador. Como a NA permanece mais tempo na fenda,
iISSO permite uma maior ativacdo dos receptores, consequentemente aumenta as

respostas pos-sinapticas (GILLMAN, 2007).

3.8.2 Fluoxetina

A fluoxetina foi o primeiro medicamento da classe dos ISRS, que foi
introduzida no mercado em 1987, revolucionando o tratamento da depresséo, e €
um dos ISRS mais prescritos até hoje. Os ISRS apresentam um mecanismo de agao
semelhante aos ADTs, porém sdo mais seletivos para os receptores 5-HT. A
fluoxetina age inibindo a recaptacdo de serotonina, que, por sua vez, tem seus
niveis aumentados na fenda pré-sinaptica, desta maneira, aumentando a ativacao
de seus receptores 5-HT e por consequéncia tendo o aumento das respostas pos-
sinapticas a 5-HT (ROSSI; BARRACO; DONDA, 2004).

Além da fluoxetina, esta classe abrange também o citalopram, a fluvoxamina,
a paroxetina, a sertralina e o escitalopram. Por apresentarem grande seletividade e
poucos efeitos adversos, esta classe representa o tratamento de primeira linha para
depressao, ansiedade e transtorno obsessivo-compulsivo, além de ser atil também
no tratamento de sindrome do panico e transtorno de estresse pdés-traumatico
(ROSSI; BARRACO; DONDA, 2004).

FIGURA 4 — ESTRUTURA QUIMICA DA FLUOTEXINA
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3.8.3 Bupropiona

A bupropiona faz parte dos antidepressivos ditos atipicos e parece agir
através de mecanismos multiplos, apresentando uma neurofarmacologia menos
definida. Além da bupropiona, fazem parte desta classe a mirtazapina, a nefazodona
e a trazodona. Todas estas fazem parte da mesma classe pelo fato de nao se
enquadrarem em outras categorias de antidepressivos. Apresentam em sua maioria
mecanismos diferentes, entretanto alguns deles sdo desconhecidos ou parcialmente
conhecidos. Os antidepressivos atipicos apresentam poucos efeitos adversos e
eficacia clinica semelhante (FAVA et al, 2005).

A bupropiona inibe tanto a recaptacdo dopaminérgica quanto a noradrenégica
e também pode ser empregada no tratamento de pacientes parkinsonianos
depressivos. Além disso, seu mecanismo de acédo pode ainda envolver a liberagcéao
pré-sinaptica de noradrenalina e dopamina. Ela € o antidepressivo com menores

efeitos adversos sexuais (FAVA et al, 2005).

FIGURA 5 — ESTRUTURA QUIMICA DA BUPROPIONA
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Fonte: HUOT; FOX; BROTCHIE (2015).

Este trabalho teve como obijetivo testar de que maneira os blogueadores da

recaptacdo de neurotransmissores monoaminérgicos interferem nas alteracdes
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comportamentais provocadas pela a injecdo da neurotoxina 6-OHDA no feixe

prosencefalico medial ou na substancia negra pars compacta.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos Wistar com peso entre 280 e 320 g no inicio
dos experimentos, fornecidos pelo biotério da Universidade Estadual de Ponta
Grossa. Os animais foram agrupados em 5 por gaiola de polipropileno, forradas com
aparas de madeira com livre acesso a agua e comida. As gaiolas foram mantidas
em ambiente com temperatura controlada (22 + 2°C) e em um ciclo claro-escuro de
12 horas, sendo as luzes acesas as 7 horas. Os experimentos tiveram inicio apés
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta
Grossa, Processo CEUA 031/2014, Protocolo UEPG 6310/2014. Os experimentos
foram realizados de acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo animal (CONCEA) (CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE
EXPERIMENTACAO ANIMAL, 2013).

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em dois grandes grupos: um grupo lesado na
substancia negra (SN) e o outro no feixe prosencefalico medial (FPM). Cada um dos
grupos (SN e FPM) foi subdividido em cinco grupos experimentais: falso operado
(SHAM) (n= 12 para FPM e 10 para SN), animais lesados com 6-OHDA tratados
com veiculo (solucéo salina 0,9%) (n= 12 para FPM e 10 para SN) e animais lesados
com 6-OHDA tratados com um bloqueador da recaptacdo de dopamina (n= 10 para
FPM e 9 para SN), bloqueador da recaptacdo de noradrenalina (n= 11 para FPM e 9
para SN) ou bloqueador da recaptacao de serotonina (n= 12 para FPM e 8 para SN).
Os animais dos grupos SHAM foram submetidos aos procedimentos cirdrgicos assim
como os animais lesados, recebendo infusdo de salina ao invés da neurotoxina 6-
OHDA.
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A neurotoxina 6-OHDA foi solubilizada em solucdo composta por acido
ascorbico 0,2% em cloreto de sédio 0,9% (salina) no dia da cirurgia. O &cido
ascorbico foi utilizado para evitar que a neurotoxina se auto oxidasse precocemente.
A 6-OHDA foi infundida bilateralmente, bem como a salina, na concentragcéo de 6 ug
em cada hemisfério, no volume de 1ul na SN (6 ug/ul) e 2 yl no FPM (3 ug/ul), do
mesmo modo que foi realizado por Santiago e colaboradores na SN (2014).

Os blogueadores da recaptagdo dos neurotransmissores dopamina,
noradrenalina e serotonina utilizados neste trabalho foram a bupropiona na dose de
20 mg/Kg, nortriptilina 10 mg/Kg e fluoxetina 5 mg/Kg, respectivamente. As doses
utilizadas foram estabelecidas de acordo com a literatura como capazes de inibir
eficazmente a recaptacdo destes neurotransmissores em ratos (SANTAMARIA;
ARIAS, 2010; SCHAMNE et al, 2014). Tais drogas foram solubilizadas em solucéo
salina 0,9% no dia do uso e administradas por via intraperitoneal (i.p.) uma Unica

vez, 10 minutos antes da infusdo de 6-OHDA.

Os testes de comportamento motor e ndo-motor foram realizados a partir do
21° dia apOs a lesdo. Estes testes obedeceram a uma ordem crescente de acordo
com o estresse que cada um deles gerava no animal, para que o estresse gerado
por um teste nao interferisse no teste seguinte. A ordem mantida foi: labirinto em
cruz, campo aberto, preferéncia a sacarose e natacdo forcada (figura 6).
Imediatamente apds o término dos testes, os animais foram guilhotinados e seus
cérebros foram dissecados para retirada do estriado e mesencéfalo para posterior

avaliacdo neuroquimica por HPLC e avaliacdo histol6gica respectivamente.

FIGURA 6 —- CRONOGRAMA EXPERIMENTAL DOS ANIMAIS LESADOS NO FPM E SN

DIA O DIA 21 DIA 26 DIA29  DIA33 DIA34 DIA3S
CIRURGIA LABIRINTO PREFERENCIA A NATAGAO GUILHOTINA
EMCRUZ E SACAROSE FORGADA
CAMPO
ABERTO

Fonte: A Autora.
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4.3 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

O procedimento cirargico teve inicio com a anestesia total com tiopental (50
mg/Kg) via i.p. A sequir, foi realizada a tricotomia da regido craniana. As drogas
bloqueadoras da recaptacdo de neurotransmissores foram administradas via i.p. 10
minutos antes da administracdo da 6-OHDA, a seguir, 0s animais foram fixados em
aparelho estereotaxico para ratos. Antes da incisédo, os animais receberam 0,2 ml de

lidocaina 2% subcutanea no cranio.

Com o auxilio de uma lamina de bisturi, realizou-se o afastamento da pele e
do musculo epicranio. O bregma foi localizado e utilizado como ponto de referéncia
para o encontro das coordenadas do FPM e da SN. As coordenadas utilizadas

foram:

e Feixe prosencefalico medial: Anteroposterior (AP) — 1,9 mm do bregma;
Médio-lateral (ML) + 1,9 mm da linha média; Dorsoventral (DV) — 7,9 mm do
cranio; Barra nasal — 3,3 mm.

e Substancia negra pars compacta: Anteroposterior (AP) — 5,0 mm do bregma;
Médio-lateral (ML) £ 2,1 mm da linha média; Dorsoventral (DV) — 7,8 mm do

cranio; Barra nasal — 3,3 mm.

O cranio foi perfurado com uma broca de baixa rotacdo em local baseado nas
coordenadas estereotaxicas fornecidas pelo atlas de Paxinos e Watson (1997) para
insercdo da agulha e posterior injecdo da neurotoxina. O procedimento realizado foi

semelhante ao descrito por Da Cunha e colaboradores (2008).

FIGURA 7 — LOCALIZACAO O BREGMA NO CRANIO DO RATO

Fonte: PAXINOS; WATSON (1997).



41

A cirurgia foi realizada com infusdo de salina nos grupos SHAM, ou
neurotoxina 6-OHDA nos demais grupos. A infusdo da neurotoxina 6-OHDA ou
solucéo salina foi realizada através de uma agulha calibre 30 G conectada a uma
seringa Hamilton de 25 pl, através de um tubo de polietileno ligado a uma bomba
infusora (0,25 pl/minuto). Apos o término da infusédo, a agulha foi mantida no local
por 2 minutos para evitar o refluxo e s6 entéo retirada. ApGs a cirurgia estereotaxica
os animais foram suturados e foi realizada a profilaxia de infeccbes através da
administracdo de pentabiotico de uso veterinario de amplo espectro bacteriano na
dose de 1ml/Kg. O pentabibtico € composto por benzilpenicilina benzatina 3000000
Ul, benzilpenzilpenicilina procaina 1500000 Ul, benzilpenicilina potassica 1500000
Ul, diidroestreptomicina base (sulfato) 1250 mg e estreptomicina base (sulfato) 1250

mg.

4.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

4.4.1 Teste do campo aberto

Os animais foram submetidos a este teste com o objetivo de avaliar sua
capacidade motora. O campo aberto consiste em uma caixa quadrada ( 100 x 100
cm) com o piso dividido em 25 quadrados menores. Os ratos foram colocados no
centro da caixa onde puderam explorar livremente durante 5 minutos. Este teste
permite a avaliacdo de dois parametros: ambulacdo (frequéncia de locomocéao
avaliada pelo nimero de passagens de um quadrado para outro com as patas
traseiras) e rearing (nimero de vezes que o0 animal se levanta apoiado em suas
patas traseiras). A caixa foi higienizada com solucédo de etanol 5% em agua para
gue o odor deixado pelo animal ndo interferisse no teste do animal seguinte. O
procedimento realizado foi semelhante ao descrito por Santiago e colaboradores
(2014).
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4.4.2 Teste do labirinto em cruz elevado

Este teste permite avaliar um comportamento de ansiedade dos animais
(PEGO et al., 2008). O labirinto em cruz é formado por dois bracos abertos e dois
bracos fechados formando uma plataforma comum, elevada a 50 cm do chéo.
Durante este teste, o animal foi colocado no ponto central da plataforma, virado para
0 braco aberto, permitindo que explorasse livremente o local durante 5 minutos. O
teste permite avaliar os seguintes parametros: nimero de entradas nos bracos
abertos, nos fechados e no centro e a porcentagem de tempo gasto nos bracos
abertos, nos fechados e na intersecdo deles. Depois de cada teste, a plataforma foi
higienizada com solucéo de etanol 5% para que os odores deixados néo influenciem
nos testes posteriores. Os testes foram gravados para que posteriormente fossem
analisados (WALL; MESSIER, 2001).

FIGURA 8 — TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Fonte: A Autora
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4.4.3 Teste de preferéncia a sacarose

Este teste tem como objetivo medir a anedonia nos animais (PAPP;
WILLNER; MUSCAT 1991; WANG et al., 2009). Durante o teste de preferéncia a
sacarose, 0os animais foram transferidos para gaiolas-moradia individuais com livre
acesso a comida. Em uma primeira fase, foram fornecidas duas garrafas com agua,
em lados opostos da gaiola para que se adaptassem a beber das duas garrafas
durante 24 h. Apos o treinamento, um dos frascos foi substituido por um contendo
uma solucédo de sacarose 0,5% para os animais lesados no FPM ou 1% para os
lesados na SN (SLATTERY; MARKOU; CRYAN, 2007). Apés 24 h, as garrafas
foram invertidas de lado, com o intuito de evitar a influéncia de uma possivel
perseveranca do animal por um dos lados da gaiola. As garrafas foram pesadas
antes e apos serem oferecidas aos animais. O consumo de agua e da solucéo de

sacarose foi obtido pela diferenca dos pesos iniciais e finais de cada garrafa.

4.4.4 Teste de natacao forcada

Este teste permite avaliar o comportamento tipo depressivo dos animais,
sendo que consiste em duas etapas: primeiro o treino e, apés 24 h, o teste em si. Os
ratos foram submetidos a natacdo forcada em um tanque cilindrico opaco com
espaco restrito (50 cm de altura e 20 cm de diametro) e impassivel de fuga,
contendo agua a temperatura de 24+1° C e uma profundidade de 30 cm (RENERIC,
BOUVARD, STINUS, 2002), modificando a metodologia originalmente descrita por
Porsolt et al. (1987). Durante a sessao treino, os animais foram colocados no
recipiente durante 15 minutos para adaptacdo, 24h depois, foi realizado o teste

propriamente dito, onde foram submetidos a natacao forcada durante 5 minutos.
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FIGURA 9 — TESTE DE NATAGAO FORGCADA

Fonte: A Autora.

Este teste permite a avaliacdo de 3 parametros: tempo de imobilidade (falta
de movimentos, exceto 0S necessarios para manter a cabeca fora da agua),
escalada (movimentacéo vigorosa das patas dianteiras dirigidas contra a parede do
tanque) e natacdo (movimentagao vigorosa das patas dianteiras, deslocando o corpo
em torno do cilindro). A agua foi trocada entre os testes de um animal e outro para
gue os odores deixados e mudanca de temperatura ndo influenciassem no teste

seguinte. Os testes foram gravados para serem analisados posteriormente.

4.5 DISSECCAO E ANALISE DO MESENCEFALO

ApOs a realizacdo dos testes comportamentais, os animais foram sacrificados
e foi realizada a dissecacdo para retirada do estriado e mesencéfalo para andlises

posteriores.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado um célculo amostral com base em trabalhos de leséo
nigroestriatal e comportamento do nosso grupo (VECCHIA, 2013) e outros da
literatura (SANTIAGO et al, 2014). O nivel de significancia adotado (alfa) foi 0,05. Os
calculos foram realizados com base no desvio padrao médio de 20%, estabelecendo
um poder de teste de 90%, adotando um d Cohen de 1,5 como significativo. Os
calculos foram realizados utilizando o programa GPower 3.1 Germany (Faul et al.,
2007). Este calculo resultou em 11 animais por grupo. Os resultados foram
analisados por ANOVA de uma via e as diferencas entre os grupos analisadas pelo
teste de post-hoc de Newman-Keuls. Para execucdo dos calculos, usou-se 0
programa Statsoft Statistica 7.
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5 RESULTADOS

5.1 TESTE DO CAMPO ABERTO

Conforme ilustrado nos gréaficos 1A e 1B, nos animais lesados no FPM
[F(4,52)=0,25, p=0,91] e na SN [F(4,41)=1,96, p=0,12] respectivamente, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos no parametro ambulacdo. Com relacdo ao
rearing, ndo houve diferenca significante entre os grupos com lesdao no FPM
[F(4,52)=1,18, p=0,33] (grafico 2A). Ja entre os animais lesados na SN
[F(4,41)=2,78, p<0,05] (grafico 2B), o teste ANOVA indica diferenca no fator grupo,

porém, nao foi observada diferenca entre os grupos no post hoc de Newman-Keuls.

GRAFICO 1 — AMBULACAO NO TESTE DE CAMPO ABERTO NOS ANIMAIS LESADOS NO FPM
(A) E NA SN (B)
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Barras brancas: SHAM; barras pretas: 6-OHDA. Os dados foram expressos como média +SEM do
namero de linhas cruzadas pelos animais no piso do campo aberto 21 dias apés a lesdo (ANOVA de
umavia).
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GRAFICO 2 — REARING NO TESTE DE CAMPO ABERTO NOS ANIMAIS LESADOS NO FPM (A) E
NA SN (B)
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Barras brancas: SHAM; barras pretas: 6-OHDA.Os dados foram expressos como média +SEM do
ndmero de vezes que 0s animais se levantaram em duas patas no campo aberto 21 dias apos a lesédo
(ANOVA de uma via seguido de teste post hoc Newman-Keuls).

5.2 TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

No teste do labirinto em cruz elevado, a lesdo no FPM nédo causou alteracao
em nenhum dos parametros analisados: porcentagem de tempo gasto no braco
aberto [F(4,52)=0,60, p=0,66] (grafico 3A), numero de entradas no braco aberto
[F(4,52)=0,34, p=0,85] (gréafico 4A), porcentagem de tempo gasto no braco fechado
[F(4,52)=0,86, p=0,49] (gréfico 5A), numero de entradas no braco fechado
[F(4,52)=1,22, p=0,31] (grafico 6A), porcentagem de tempo gasto no centro
[F(4,52)=0,24, p=0,91] (gréfico 7A) e numero de entradas no centro [F(4,52)=0,88,
p=0,48] (grafico 8A).

Com relacdo aos animais lesados na SN, no parametro tempo de
permanéncia no braco aberto [F(4,39)=2,92, p<0,05] (grafico 3B), houve reducéo da
porcentagem de tempo gasto pelos animais do grupo 6-OHDA tratado com veiculo e
do grupo tratado com fluoxetina comparados ao grupo SHAM (p<0,05), e por fim, os
grupos 6-OHDA tratados com nortriptilina e bupropiona ndo foram diferentes do

grupo SHAM ou 6-OHDA tratados com veiculo. O grupo 6-OHDA tratado com
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veiculo apresentou menor numero de entradas no bragco aberto [F(4,40)=2,99,
p<0,05] (gréfico 4B), bem como do numero de passagens pelo centro do labirinto
[F(4,40)=3,37, p<0,05] (gréfico 8B) comparado ao grupo SHAM (p<0,05). Os grupos
nao apresentaram diferencas significativas nos parametros tempo de permanéncia
nos bracos fechados [F(4,40)=1,41, p=0,25] (grafico 5B), tempo de permanéncia no
centro [F(4,40)=0,68, p=0,61] (grafico 7B) e numero de entradas nos bracos
fechados [F(4,40)=1,20, p=0,32] (gréafico 6B).

GRAFICO 3 — % DE TEMPO GASTO NO BRAGO ABERTO NO TESTE DE LABIRINTO EM CRUZ
NOS ANIMAIS LESADOS NO FPM (A) E NA SN (B)
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Barras brancas: SHAM; barras pretas: 6-OHDA. Os dados foram expressos como média +SEM da
porcentagem de tempo gasto pelos animais no brago aberto do labirinto em cruz 21 dias apés a lesédo
* p < 0,05 comparado com o grupo SHAM (ANOVA de uma via, seguido de teste post hoc Newman-
Keuls).



49

GRAFICO 4 — NUMERO DE ENTRADAS NO BRAGCO ABERTO NO TESTE DE LABIRINTO EM
CRUZ NOS ANIMAIS LESADOS NO FPM (A) E NA SN (B)
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Barras brancas: SHAM; barras pretas: 6-OHDA. Os dados foram expressos como média +SEM do
ndmero de vezes que 0s animais entraram no braco aberto do labirinto em cruz 21 dias ap6s a lesédo
* p < 0,05 comparado com o grupo SHAM (ANOVA de uma via, seguido de teste post hoc Newman-
Keuls).

GRAFICO 5 — % DE TEMPO GASTO NO BRACO FECHADO NO TESTE DE LABIRINTO EM CRUZ
NOS ANIMAIS LESADOS NO FPM (A) E NA SN (B)
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Barras brancas: SHAM; barras pretas: 6-OHDA. Os dados foram expressos como média +SEM da
porcentagem de tempo gasto pelos animais no braco fechado do labirinto em cruz 21 dias apos a
lesdo (ANOVA de uma via).
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GRAFICO 6 — NUMERO DE ENTRADAS NO BRAGCO FECHADO NO TESTE DE LABIRINTO EM
CRUZ NOS ANIMAIS LESADOS NO FPM (A) E NA SN (B)

(=] O

T 10- T 10+

L i =

[&] o

S 84 T & 8-

S i

S 64 S s _T

0 o]

(2} w

-g 44 g 44

© (1]

= =

£ k2

Q @

: 0 s i

o T e T

c c

o 2 2> 2 o 2> 2 2
Q\@“ & o & & Q‘VS“ & & ae  &
S ¢ £ & N 3 & &F >
B\ O & © N\ O & Q‘o
Q\ éo %\5 Q\ éo Qo

Barras brancas: SHAM; barras pretas: 6-OHDA. Os dados foram expressos como média +SEM do
ndamero de vezes que 0s animais entraram no braco fechado do labirinto em cruz 21 dias apos a
lesdo (ANOVA de uma via).

GRAFICO 7 — % DE TEMPO GASTO NO CENTRO NO TESTE DE LABIRINTO EM CRUZ NOS
ANIMAIS LESADOS NO FPM (A) E NA SN (B)
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Barras brancas: SHAM; barras pretas: 6-OHDA. Os dados foram expressos como média +SEM da
porcentagem de tempo gasto pelos animais no centro do labirinto em cruz 21 dias apos a lesédo
(ANOVA de uma via).
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GRAFICO 8 — NUMERO DE ENTRADAS NO CENTRO NO TESTE DE LABIRINTO EM CRUZ NOS
ANIMAIS LESADOS NO FPM (A) E NA SN (B)
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Barras brancas: SHAM; barras pretas: 6-OHDA. Os dados foram expressos como média +SEM do
ndmero de vezes que 0s animais passaram pelo centro do labirinto em cruz 21 dias apos a leséo. * p
< 0,05 comparado com o grupo SHAM (ANOVA de uma via, seguido de teste post hoc Newman-
Keuls).

5.3 TESTE DE PREFERENCIA A SACAROSE

No teste de preferéncia a sacarose, ndo houve diferenca na porcentagem do
consumo de sacarose [F(4,42)=1,06, p=0,39] (grafico 9A) ou no consumo total de
liquidos [F(4,52)=0,57, p=0,68] (grafico 10A), consumo de agua somado ao consumo
de solucéo de sacarose, entre 0os grupos dos animais lesados no FPM. Ja entre os
animais lesados na SN, houve menor consumo de sacarose [F(4,38)=3,90, p<0,01]
(grafico 9B) pelo grupo 6-OHDA tratado com veiculo comparado ao grupo SHAM
(p<0,05), o consumo de sacarose foi significativamente maior nos grupos 6-OHDA
tratados com bupropiona e fluoxetina comparados ao grupo tratado com veiculo
(p<0,05) e o grupo 6-OHDA tratado com nortriptilina néo foi diferente dos grupos 6-
OHDA tratado com veiculo ou SHAM. J4 o consumo total de liquidos nao foi
diferente entre os grupos [F(4,40)=0,68, p=0,61] (gréafico 10B).
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GRAFICO 9 — CONSUMO DE SACAROSE NO TESTE DE PREFERENCIA A SACAROSE DOS
ANIMAIS LESADOS NO FPM (A) E NA SN (B)
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Barras brancas: SHAM; barras pretas: 6-OHDA. Os dados foram expressos como média +SEM do
consumo de sacarose pelos animais no teste de preferéncia a sacarose 26 dias apos a lesdo. * p <
0,05 comparado com o grupo SHAM, # p < 0,05 comparado com o grupo 6-OHDA+veiculo (ANOVA

de uma via, seguido de teste post hoc Newman-Keuls).

GRAFICO 10 — CONSUMO TOTAL DE LIQUIDOS EM GRAMAS NO TESTE DE PREFERENCIA A
SACAROSE DOS ANIMAIS LESADOS NO FPM (A) E NA SN (B)
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Barras brancas: SHAM; barras pretas: 6-OHDA. Os dados foram expressos como média +SEM do
consumo total de liquidos pelos animais no teste de preferéncia a sacarose 26 dias apés a leséo
(ANOVA de uma via).
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5.4 TESTE DE NATACAO FORCADA

No teste de natacéo forcada, os animais lesados no FPM néao apresentaram
diferenca em nenhum dos parametros analisados: natacéo [F(4,52)=0,52, p=0,72]
(grafico 11A), imobilidade [F(4,48)=1,87, p=0,13] (gréfico 12A) e escalada
[F(4,52)=1,01, p 0,41] (grafico 13A).

GRAFICO 11 — TEMPO DE NATACAO NO TESTE DE NATACAO FORCADA DOS ANIMAIS
LESADOS NO FPM (A) E NA SN (B)
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Barras brancas: SHAM; barras pretas: 6-OHDA. Os dados foram expressos como média +SEM do
tempo de natagdo dos animais no teste de natacdo forgcada 33 dias apds a lesdo. ** p < 0,01
comparado com o grupo SHAM, # p < 0,05 comparado com o grupo 6-OHDA+veiculo, ## p < 0,01
comparado com o grupo 6-OHDA+veiculo (ANOVA de uma via, seguido de teste post hoc Newman-
Keuls).

Os animais lesados na SN ndo apresentaram diferenca no parametro
escalada [F(4,40)=1,26, p=0,30] que pode ser visto no grafico 13B. No parametro
natacao [F(4,40)=5,10, p<0,01] (grafico 11B), o grupo 6-OHDA tratado com veiculo
apresentou menor tempo comparado aos demais grupos. Com relacdo a imobilidade
[F=(4,40)=11,84, p<0,0001] (gréfico 12B), o 6-OHDA tratado com veiculo apresentou
tempo de imobilidade significativamente maior que o grupo SHAM e, 0s grupos 6-

OHDA tratados com fluoxetina e nortriptilina apresentaram menores tempos de
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imobilidade comparados ao 6-OHDA tratado com veiculo, por fim, o grupo

bupropiona foi diferente dos grupos SHAM e 6-OHDA tratado com veiculo.

GRAFICO 12 — TEMPO DE IMOBILIDADE NO TESTE DE NATACAO FORGCADA DOS ANIMAIS
LESADOS NO FPM (A) E NA SN (B)
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Barras brancas: SHAM; barras pretas: 6-OHDA. Os dados foram expressos como média +SEM do
tempo de imobilidade dos animais no teste de natacdo forcada 33 dias apds a lesdo. * p < 0,05
comparado com o grupo SHAM, ** p < 0,01 comparado com o grupo SHAM, ## p < 0,01 comparado
com o grupo 6-OHDA+veiculo (ANOVA de uma via, seguido de teste post hoc Newman-Keuls).

GRAFICO 13 - TEMPO DE ESCALADA NO TESTE DE NATACAO FORCADA DOS ANIMAIS
LESADOS NO FPM (A) E NA SN (B)
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Barras brancas: SHAM; barras pretas: 6-OHDA. Os dados foram expressos como média +SEM do

tempo de escalada dos animais no teste de natacéo forcada 33 dias apds a lesdo (ANOVA de uma
via).
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6 DISCUSSAO

Estudos prévios indicam que uma leséo bilateral com 6 ug de 6-OHDA na
substancia negra leva a um comportamento “tipo depressivo” (SANTIAGO et al
2010; SANTIAGO et al, 2014). Os testes comportamentais realizados neste trabalho
iniciaram no 21° apds a cirurgia com intuito de realizar uma comparacdo dos
resultados com o desses trabalhos, ja que apds esse periodo o quadro depressivo
parece jA estar bem estabelecido, obtendo-se melhores respostas sobre a
neuroprotecdo. Para que este comportamento pudesse ser avaliado neste estudo,
foram utilizados os testes de preferéncia a sacarose e natacdo forcada.

O teste de preferéncia a sacarose é fundamental como modelo pré-clinico
para avaliar o potencial de novas drogas, sendo frequentemente utilizado como
medida de anedonia em roedores (WILLNER, 1997). A anedonia, ou perda de prazer
por atividades anteriormente agradaveis, € um dos principais sintomas da depresséo
maior e um dos poucos que pode ser avaliado em animais, ja que o diagnostico de
depressdo muitas vezes baseia-se em relatos subjetivos dos sintomas através de
guestionarios (SLATTERY; MARKOU; CRYAN, 2007; HALES et al, 2014). Desta
maneira, a medida de anedonia em modelos animais torna-se Uutil para a
compreensao dos circuitos neurais e vias moleculares ligados a patologia
(SLATTERY; MARKOU; CRYAN, 2007).

O teste de preferéncia a sacarose permite avaliar dois parametros, o primeiro
deles é a comparacdo do consumo de agua e sacarose, onde medimos a anedonia
através da reducdo da preferéncia natural do roedor pela sacarose e o segundo € 0
consumo total de liquidos, onde a reducédo do consumo total pode ser tomada como

mais uma medida de prejuizo motor ou sensacéo de sede.

Através da comparacao dos resultados obtidos no consumo de sacarose do
grupo SHAM e do grupo 6-OHDA tratado com veiculo, pode-se dizer que a leséo
bilateral com 6-OHDA na substancia negra causou um comportamento tipo
depressivo, ja que este grupo teve reducdo da preferéncia a sacarose quando
comparado ao grupo nédo lesado, indicando anedonia. J4 os grupos tratados com

bupropiona e fluoxetina diferiram significativamente do grupo tratado com veiculo,
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protegendo os animais do comportamento tipo depressivo causado por esta lesao, o
que pode indicar uma forte ligacdo dos déficits de DA e 5-HT com o estado de
depressdo. Com relagdo ao grupo tratado com nortriptilina, no parametro consumo
de sacarose, ndo houve diferenca com o grupo SHAM ou com o grupo lesado
tratado com veiculo. Ou seja, a nortriptilina ndo conseguiu prevenir completamente
0 aparecimento do comportamento tipo depressivo causado pela 6-OHDA. A partir
destes dados, duas hipéteses podem ser levantadas: 1) a nortriptilina ndo foi capaz
de proteger completamente os neurdnios noradrenérgicos da lesdo causada pela
infusdo da 6-OHDA,; 2) os déficits de noradrenalina ocasionados pela degeneracdo
dos neurbnios noradrenérgicos nao estdo fortemente relacionados com a
fisiopatologia da depresséo na DP. Este impasse pode ser resolvido através de
dosagens posteriores de noradrenalina em regides cerebrais. Entretanto, 0 mesmo
comportamento nao foi observado nos animais lesados no FPM. O grupo 6-
OHDA+veiculo nao foi significativamente diferente do grupo SHAM no consumo de
solucéo de sacarose, indicando que a lesao bilateral (6 ug) no FPM nao foi suficiente
para causar um comportamento do tipo depressivo, desta maneira, impossibilitando

a observacao da possivel neuroprotecao pelas drogas utilizadas.

Com relacdo ao consumo total de liquidos, é importante ressaltar que nao
houve diferenca significativa entre os grupos, tanto nos animais lesados no FPM
como nos lesados na SN. Isso indica que a reducédo do consumo de sacarose pelos
animais lesados na SN ocorreu devido a anedonia causada pela injecdo da 6-OHDA

e ndo como consequéncia de um possivel déficit motor (SKALISZ et al, 2002).

Outro teste utilizado para avaliar o comportamento tipo depressivo dos
animais foi o teste de natagdo forcada que & conhecido como um “teste de
desespero comportamental”. Ele foi desenvolvido por Porsolt para avaliar a eficacia
clinica de drogas antidepressivas (PORSOLT et al, 1978). O pré-teste é tido como
um estressor o qual leva ao estado de desespero comportamental, ja que o animal é
colocado em uma situacdo da qual ndo consegue escapar (PORSOLT; BERTIN;
JALFRE, 1978). Ao longo do teste, os animais adotam uma postura de imobilidade
em que fazem apenas 0S movimentos necessarios para manter a cabeca fora da
agua, drogas antidepressivas sdo capazes de reduzir esse periodo (CASTAGNE;
PORSOLT; MOSER, 2009; CRYAN; VALENTINO; LUCKI, 2005).
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O comportamento tipo depressivo observado no teste de preferéncia a
sacarose nos animais lesados na SN foi confirmado através da medida do tempo de
imobilidade no teste de natacdo forcada. O grupo lesado tratado com veiculo
apresentou tempo de imobilidade significativamente maior que o grupo SHAM. Os
grupos 6-OHDA tratados com fluoxetina, nortriptilina e bupropiona tiveram tempo de
imobilidade significativamente menor que o grupo tratado com veiculo, podendo
indicar que as trés drogas protegeram 0s animais do comportamento tipo
depressivo. Curiosamente, o grupo 6-OHDA+bupropiona também apresentou
diferenca significativa com o grupo SHAM, podendo sugerir que a bupropiona nao foi
capaz de proteger completamente de um comportamento de depresséo ocasionado
pela neurotoxina, o que ndo condiz com o observado no teste de preferéncia a
sacarose, em que seus resultados indicam que a bupropiona previne o
comportamento de depressdo. Esses dados indicam a necessidade de dar
continuidade ao estudo, ja que existe a possibilidade de um n maior tracar um

melhor perfil de neuroprotecdo da bupropiona.

Além da imobilidade, também sdo avaliados no teste de natacédo forcada os
comportamentos de natacéo e escalada. O grupo 6-OHDA tratado com veiculo teve
um periodo de natacgao significativamente menor que o grupo SHAM. Essa diferenca
manteve-se presente também quando o grupo 6-OHDA+veiculo foi comparado com
0s grupos tratados com fluoxetina, bupropiona e nortriptilina. Esse fato € somado ao
comportamento de imobilidade, demonstrando que o grupo nao lesado (SHAM) ou
lesado tratado com alguma das drogas (fluoxetina, bupropiona ou nortriptilina),

apresenta-se mais ativo diante de uma situacéo sem possibilidade de fuga.

O teste de natacao forcada permite ainda diferenciar drogas com mecanismo
de acdo noradrenérgico de serotoninérgico, a primeira aumenta o tempo de
escalada, enquanto que a segunda aumenta o tempo de natacdo (BOGDANOVA et
al, 2013). Entretanto, no presente estudo nédo foi possivel demonstrar diferenca entre
0s comportamentos de escalada e natacdo entre as drogas noradrenérgica

(noradrenalina) e setotoninérgica (fluoxetina) testadas.

Novamente, ndo houve diferenca significativa entre os grupos SHAM e 6-
OHDA+veiculo injetada no FPM nos parametros imobilidade, natacdo e escalada,

confirmando que a lesé&o nessa regido foi insuficiente para causar 0 comportamento
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tipo depressivo nos animais, impossibilitando a relagcéo dos inibidores da recaptagao

de neurotransmissores monoaminérgicos com o comportamento de depressao.

Estes dados corroboram com estudos realizados por Santiago e
colaboradores (2010, 2014, 2015), em que a leséo bilateral na SN causa aumento
significativo do tempo de imobilidade no teste de natacdo forcada e diminuicédo
significativa do consumo de sacarose sem que ocorra diminuicdo do consumo total
de liquidos comparado ao grupo SHAM, do mesmo modo que foi demonstrado por
Beppe e colaboradores (2015) utilizando lesao unilateral. Além disso, observaram
também reducao de 5-HT no hipocampo, reforcando a ligacdo de déficits de 5-HT
com a fisiopatologia da depresséo e reducdo de DA no estriado, concordando com
Tadaiesky et al (2008), que além deste, ainda demonstrou reducédo de 5-HT no
estriado. Este fato concorda mais uma vez com O presente estudo, em que O
tratamento com fluoxetina (inibidor da recaptacdo de serotonina) leva a um tempo de
imobilidade significativamente menor e consumo de sacarose maior que 0S animais

lesados tratados apenas com veiculo.

Curiosamente, um estudo realizado por Bonito-Oliva e colaboradores (2014)
demonstrou que o pré-tratamento com desipramina (inibidor da recaptacdo de
noradrenalina) i.p. minutos antes da injecdo de 6-OHDA, assim como o que foi
realizado com nortriptilina neste estudo, ndo protege os animais de comportamentos
tipo depressivo ou de ansiedade. Em contrapartida, a reboxetina, também inibidor da
recaptacdo de NA, quando administrada i.p. € capaz de reverter quadros de
depressdo e ansiedade ja estabelecidos. Estes dados sdo contrarios ao que foi
demonstrado no teste de natacdo, em que a nortriptilina apresentou tempo de
imobilidade reduzido comparado aos animais tratados com veiculo. Entretanto,
concordam com o que foi demonstrado no teste de preferéncia a sacarose. Um
estudo realizado através da comparacao de pacientes deprimidos e ndo-deprimidos
com a metodologia PET, utilizando um ligante com afinidade por transportadores de
noradrenalina e dopamina demonstrou menor ligagdo no locus coeruleus e varias
regides do sistema limbico (tAlamo, amigdala e estriado ventral) de pacientes
deprimidos (REMY et al, 2005). Este e outros estudos demonstram uma ligacao dos

déficits de neurotransmissores monoaminérgicos com a depressao.
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Além da participacdo da NA e da 5-HT, a hipotese do déficit de DA estarem
envolvidos na fisiopatologia da depressdo € suportada pelo uso de agonistas
dopaminérgicos, como o pramipexol auxiliarem na melhora da depressdo na DP
(BARONE et al, 2010).

O teste do labirinto em cruz elevado foi utilizado para avaliar se a lesdo com
6-OHDA causou comportamento de ansiedade e quais as drogas preveniram este
comportamento. O teste do labirinto em cruz permite avaliar um tipo de
comportamento chamado de conflito de aproximagéo-esquiva (approach-avoid
conflict), onde o animal é deixado durante 5 minutos em um ambiente desconhecido,
ocorrendo um conflito entre explorar o ambiente e a tendéncia de fuga de regides
abertas. Este teste foi validado através da mudanca de comportamento diante de

drogas ansioliticas e ansiogénicas (LISTER, 1987).

Neste teste, as entradas e tempo gasto nos bracos abertos ou fechadas séo
medidas da ansiedade, quanto mais ansioso 0 animal estiver, menor sera o numero
de entradas e tempo que ele permanecera nos bracos abertos (HANDLEY;
MITHANI, 1984; PELLOW,; FILE, 1986).

Os animais lesados na SN tratados com veiculo obtiveram uma porcentagem
de tempo gasto nos bracos abertos do labirinto, nimero de entradas nos bracos
abertos e no centro significativamente menores que os obtidos pelos animais SHAM,
indicando que a lesao bilateral com 6 ug da toxina foi capaz de induzir um estado de
ansiedade nos animais. Os animais tratados com fluoxetina gastaram
significativamente menos tempo nos bracos abertos que os animais SHAM,
sugerindo que o tratamento com fluoxetina néo foi capaz de evitar que 0s animais
tivessem comportamento de ansiedade. Ja os animais tratados com bupropiona ou
nortriptilina ndo foram diferentes do grupo SHAM ou do grupo tratado com veiculo.
Isto indica que ndo conseguiram evitar que o estado de ansiedade se instalasse por

completo.

Os dados estédo de acordo com outros, demonstrado que a injecao intranigral
da toxina € capaz de produzir comportamentos de ansiedade nos animais. De
acordo com Taidaesky et al (2008) uma leséo intraestriatal € capaz de produzir

comportamento de ansiedade 3 semanas ap0s a infusdo, assim como verificamos
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nesse estudo. Esse comportamento foi observado através da reducéo significativa
do numero de entradas nos bracos abertos dos animais lesadas quando comparado
ao SHAM, estando de acordo com Beppe et al (2015) que obteve ainda reducéo da
porcentagem de tempo gasto no brago aberto.

Com relagdo aos comportamentos observados nos animais lesados no FPM,
podemos inferir que a injecdo bilateral de 6-OHDA nao foi capaz de causar
comportamento tipo depressivo ou de ansiedade nos animais testados, contrapondo
se a um estudo recente (CARVALHO et al, 2013), assim como dados anteriores,
ainda ndo publicados, do nosso grupo de pesquisa, em que a lesao bilateral no
FPM foi capaz de causar um comportamento tipo depressivo nos animais
(VECCHIA, 2013; SCHAMNE, 2014). Carvalho e colaboradores (2013) obtiveram
comportamento tipo depressivo, avaliado pela preferéncia a sacarose, através de
uma lesdo com uma dose maior (12 ug) unilateral, mas ndo comportamento de
ansiedade (ndo houve diferencas significativas entre os grupos lesados e SHAM no
teste de labirinto em cruz elevado). Entretanto, a concentracdo de sacarose de 3%
utilizada por Carvalho foi muito superior a utilizada neste estudo (0,5%),
guestionando se a concentracao de sacarose menor foi suficiente para diferenciar os
animais com comportamento de depressao. Por essa razao, foi utilizada uma maior
concentracdo de sacarose (1%) no teste realizado com os animais lesados na SN.
Ainda, observaram que o tratamento com bupropiona ou paroxetina (inibidor da
recaptacao de 5-HT) néo foi capaz de reverter o quadro depressivo induzido pela 6-
OHDA injetada no FPM.

Para avaliar o comprometimento motor dos animais, foi utilizado o teste de
campo aberto, o qual consiste em uma arena quadrada dividida em quadrados
menores. Neste teste foi possivel observar o nimero de passagens através dos
guadrados com as patas traseiras (ambulacéo) e a exploracdo do ambiente atraves
da contagem do numero de vezes que o animal ficava apoiado apenas nas patas
traseiras (rearing). O teste foi realizado para garantir que os comportamentos dos
animais lesados, como maior tempo de imobilidade no teste de natacéo, reducdo do
consumo de sacarose e menor porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos,
ocorressem devido aos comportamentos de depresséo e ansiedade provenientes da

lesé&o e ndo ocasionados por comprometimento motor.
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Como esperado, ndo houve diferenca significativa entre os grupos lesados no
FPM e SN no parametro ambulacdo, bem como no parametro rearing nos animais
lesado no FPM. Entretanto, houve uma pequena diferenca, porém significativa, no
rearing quando a ANOVA de uma via foi realizada. Curiosamente, quando esse
parametro foi analisado através do teste post hoc de escolha, o Newman Keuls, ndo
foi possivel identificar entre quais grupos ocorria essa diferenca. Apesar deste fato,
acredita-se que o comprometimento motor nao tenha ocorrido, baseado na auséncia
de diferenca na ambulacdo, no consumo total de liquidos semelhante entre os
grupos e do numero de entradas nos bracos fechados do labirinto em cruz.

Segundo Hanrott et al (2006), a neurotoxicidade da 6-OHDA é causada
através de sua auto oxidacdo no meio extracelular e estresse oxidativo através de
seus produtos gerados. O estudo foi realizado utilizando uma linhagem de células
catecolaminérgicas PC12 e o mecanismo de estresse oxidativo confirmado atravées
da pré-incubacdo com catalase que impediu a toxicidade, sugerindo uma forte
ligacdo do peroxido de hidrogénio com a degeneracdo dos neurbnios. O estudo
aponta que a toxicidade nédo ocorre atraves da entrada da toxina por transportadores
de DA e NA, uma vez que foram utilizados GBR -12909 (inibidor do transportador de
DA) e nisoxetina (inibidor do transportador de NA) sem que reduzissem a toxicidade
da 6-OHDA. O mesmo nao foi observado no presente estudo jA que o uso de
bupropiona e nortriptilina impediu ao menos em parte a observacao de sintoma tipo
depressivo nos testes comportamentais, sugerindo que essas drogas podem
preservar neurdnios dopaminérgicos e noradrenérgicos através do bloqueio de
transportadores. Esses podem indicar que além dos mecanismos apontados por
Hanrott, o mecanismo de toxicidade da 6-OHDA pode ainda abranger sua entrada
através desses transportadores. Os resultados obtidos podem ainda justificar o uso
de nortriptilina ou desipramina em diversos estudos para que 0s neurbnios
noradrenérgicos sejam preservados, sendo possivel estudar apenas o efeito da

degeneracéo dos neurbnios dopaminérgicos.

A explicacdo para que lesbes com a mesma toxina, ambas na mesma
quantidade (6 ug), causarem comportamentos diferentes pode estar no fato de alvos
diferentes de les6es (FPM ou SN neste caso) atinjam areas vizinhas com menor ou

maior intensidade. E conhecido que na DP a degeneracdo de neurbnios



62

dopaminérgicos ocorre ndo sé na via nigroestriatal, como também na area tegmental
ventral que projeta-se para o estriado ventral (ndcleo accumbens) e na éarea

retrorubral que envia seu axdnios para o putamen ventrocaudal (JELLINGER, 1987).

Foi demonstrado que lesbes unilaterais através da injecdo de 6-OHDA no
FPM promovem destrui¢éo da via nigroestriatal bem como da area tegmental ventral
(PERESE et al, 1989), o que também € observado em lesdes bilaterais as quais
ocasionam prejuizos motores e de cognicdo (WHISHAW; DUNNETT,1985). Ja
lesdes provocadas na SN sdo conhecidas por serem mais seletivas com deplecao
moderada de DA, afetando mais a via nigroestriatal e em menor grau a é&rea
tegmental ventral (CARMAN; GAGE; SHULTS, 1991; VAN OOSTEN; COOLS,
1999). Um estudo realizado por Drui e colaboradores (2013) comparou lesdes
bilaterais na SN e na VTA com o objetivo de correlaciona-las com os sintomas nao
motores da DP. Através de testes comportamentais, como natacdo forcada e
labirinto em cruz, os mesmos executados no presente estudo, concluiram que
lesbes na SN levam a comportamentos de depressdo e ansiedade, porém o0s
mesmo comportamentos ndo séo vistos em animais lesados na VTA. Estes dados
concordam com nosso estudo, onde animais lesados na SN apresentaram
comportamentos de depressao e ansiedade, enquanto que os animais lesados no
FPM, lesdo que atinge a VTA de maneira mais agressiva que a lesdo na SN, nao foi

capaz de provocar estes comportamentos.

Além disso, estudos mostram que a lesdo bilateral do FPM provoca
sintomatologia motora grave com acinesia semelhante ao que ocorre em estagios
mais avancados da DP (UNGERSTEDT, 1971), enquanto que a injecdo na SN
causa uma lesdo mais branda, simulando estagios precoces da doenca onde séo
observados os sintomas nao-motores (DEUMENS; BLOKLAND; PRICKAERTS,
2002). Através desses dados, podemos sugerir que a lesdo no FPM esta mais ligada
ao prejuizo motor do que aos sintomas ndo motores e que a concentracao de toxina
utilizada nesse estudo (6 ug) foi insuficiente para causar este prejuizo, uma vez que
0S primeiros sintomas motores ocorrem apenas quando cerca de 50% dos neurénios
dopaminérgicos da via sdo destruidos e ocorre 80% de deplecdo de DA (KIRIK;
ROSENBLAD; BJORKLUND, 1998).
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Por fim, € esperado que a continuidade do estudo através do aumento do
namero de animais lesados na SN possa sanar algumas das duvidas que persistem
sobre a participacdo dos neurotransmissores monoaminérgicos nos sintomas nao
motores da DP induzida por 6-OHDA.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados, a lesédo bilateral pela infusdo da
toxina 6-OHDA na SN foi capaz de causar sintomas ndo motores da DP, como
depressédo e ansiedade, sem que houvesse prejuizo motor em um modelo animal,
enquanto que a lesdo no FPM n&o causou 0s mesmos sintomas. A administragéo
em dose Unica de inibidores da recaptacao de neurotransmissores monoaminérgicos
foi capaz de preservar neurbnios evitando que comportamentos de depressao e
ansiedade ocorressem apoés a lesdo com 6-OHDA na SN, de acordo com o que foi
observado nos testes comportamentais. Entretanto, ndo foi possivel tracar o perfil de
neuroprotecdo das drogas quando a leséo foi realizada no FPM, ja que os sintomas
nao motores nao foram obtidos neste caso. Através da comparacdo de animais
lesados na SN tratados com veiculo com os tratados com as drogas, sugere-se que
ao menos um dos mecanismos de entrada da 6-OHDA em neurdnios

monoaminérgicos seja por meio dos transportadores desses neurotransmissores.
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