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RESUMO 

 

A doença de Parkinson (DP) é a segunda doença neurodegenerativa mais prevalente, 

caracterizada pelas disfunções motoras e por sintomas não motores (SNM) como os 

déficits cognitivos. Os tratamentos disponíveis não previnem a progressão nem tratam 

os danos cognitivos da doença. Assim, o presente trabalho, foi dividido em dois 

capítulos com o objetivo de estudar uma ferramenta farmacológica e outra não 

farmacológica em um modelo de DP. No primeiro capítulo, decidimos avaliar a 

exposição ao ambiente enriquecido (AE), instrumento não farmacológico, na 

prevenção das alterações cognitivas e se as mesmas estavam relacionadas com 

modificações na expressão gênica de componentes do sistema colinérgico em modelo 

animal da DP. O tratamento com a toxina parkinsoniana MPTP (25 mg/kg) induziu 

déficits na memória de referência no labirinto aquático de Morris (MWM), os quais 

foram revertidos pela exposição ao AE. Ainda, animais expostos ao AE, sem o 

tratamento com MPTP, apresentaram um melhor desempenho cognitivo comparados 

ao grupo controle. Além disso, observamos um aumento na expressão gênica do 

receptor alfa 7 no córtex pré-frontal, o qual pode estar relacionado com este melhor 

desempenho. Diante disto, sugere-se que a exposição ao AE previne os prejuízos 

cognitivos na memória de referência ocasionados por este modelo da DP e facilita os 

mesmos, porém, estudos complementares são necessários para corroborar e/ou 

elucidar outras alterações bioquímicas envolvidas neste processo. No capítulo 2, 

avaliamos o tratamento com CTEP, um modulador alostérico negativo do receptor 

mGluR5, nas alterações motoras, cognitivas e bioquímicas em modelo animal da DP, 

e se o CTEP poderia diminuir a apoptose provocada pela toxina MPP+ em cultura 

primária de neurônios corticais. O tratamento com a toxina parkinsoniana MPTP (30 

mg/kg) induziu uma hiperatividade motora no campo aberto, rotarod e teste de força 

de agarre. Além disso, observamos um prejuízo cognitivo na memória operacional no 

labirinto em Y. Estas alterações, não foram revertidas pelo tratamento com CTEP. 

Nossos dados sugerem que o tratamento com CTEP atenuou a morte dos neurônios 

dopaminérgicos na parte compacta da substância negra em modelo animal e reduziu 

a apoptose em cultura primária de neurônios corticais, mostrando o possível efeito 

neuroprotetor deste modulador na DP, embora, estudos adicionais sejam necessários 

para melhor elucidar o potencial efeito terapêutico do CTEP no tratamento da DP.  



 

 

Palavras chaves: Doença de Parkinson, Ambiente enriquecido, Modulador alostérico 

negativo, Sistema colinérgico.  

 

ABSTRACT 

 

Parkinson's disease (PD) is the second most prevalent neurodegenerative disease 

worldwide and is characterized by motor dysfunction, although, patients can also 

present non-motor symptoms (NMS) such as cognitive deficits. The available 

treatments for PD do not prevent the progression neither has effects on cognitive 

impairments. This work was divided into two chapters to evaluate a pharmacological 

and non-pharmacological strategy over PD treatment. In the first chapter, we evaluated 

whether exposure to environmental enrichment (EE), a non-pharmacological 

instrument, could prevent the cognitive impairment and whether this damage could be 

related to the cholinergic system gene expression changes in PD animal model. 

MPTP-treatment (25 mg/kg) caused reference memory impairment in Morris Water 

Maze (MWM), EE exposition was able to prevent these damages, and, also, EE 

exposition promoted an improvement in cognition compared to control group. We also 

observed that gene expression of alpha 7 receptor was increased in prefrontal cortex, 

suggesting a possible role of this receptor in the observed effects. Thus, we can 

suggest that EE prevents memory deficit exhibited by PD mice model, and facilitate 

this process per se, however, further studies are necessary to confirm and better 

understand the biochemical changes involved in this process. In the second chapter, 

we evaluated whether the mGluR5-negative allosteric modulator (CTEP), would be 

effective in improving motor and cognitive deficits and reduce dopaminergic damage 

in a mouse model of PD and whether CTEP could decrease MPP+ induced apoptosis 

in Primary Cortical Neuron Cultures. MPTP-treatment (30 mg/kg) caused motor 

hyperactivity in open field, rotarod and grip test, also, induced an operational memory 

impairment in Y-maze. CTEP- treatment did not revert these behavior modifications. 

Our data suggests that CTEP- treatment decrease dopaminergic neuronal death in 

substantia nigra pars compacta in a mouse model and attenuated neuronal death in 

Primary Cortical Neuron Culture. Although we did not find any motor or cognitive 

benefit with CTEP-treatment in this Parkinson animal model, we suggested 

neuroprotective effect over dopaminergic neurons and Primary Cortical Neuron 



 

 

Culture. Therefore, more studies are required to understand CTEP-treatment potential 

in PD. 

Key words: Parkinson disease, Environmental enrichment, negative allosteric 

modulator, Cholinergic system. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 A DOENÇA DE PARKINSON 

A Doença de Parkinson (DP) foi descrita por James Parkinson, que em 1817 

descreveu-a como uma “Paralisia agitante”. Neste trabalho, ele apresentou os sinais 

e sintomas, diagnóstico diferencial, etiologia e o tratamento de 6 indivíduos. James 

Parkinson relatou a DP como uma doença de início insidioso, curso progressivo e 

incapacitante, também caracterizada pelo tremor em repouso e postura flexionada 

(PARKINSON, 2002).  

Meio século depois, Jean-Martin Charcot, um neurologista francês, além de 

confirmar o tremor e a ‘paralisia’ descreveu - em vários pacientes - detalhes extensivos 

às observações de James Parkinson, e identificou a bradicinesia e a rigidez muscular 

como características-chave da doença. Estas observações possibilitaram diferenciar 

este distúrbio de outras disfunções motoras, como a esclerose múltipla. Em 

consideração a James Parkinson, sugeriu que a designação nosológica da doença 

deveria ser Doença de Parkinson (Apud DEL REY et al., 2018).  

A definição atual descreve a DP como uma doença neurodegenerativa 

progressiva caracterizada pelo tremor em repouso, rigidez muscular, instabilidade 

postural, desequilíbrio, acinesia e/ou hipocinesia (CICCHETTI; DROUIN-OUELLET; 

GROSS, 2009; RADAD et al., 2015), cujas alterações são consideradas 

incapacitantes e a progressão da doença é irreversível (GERSHANIK, 2010). 

Esta doença possui uma taxa de prevalência de 1-2/1000 para a população 

total, embora, este valor aumente para 1% nas pessoas acima de 60 anos (ABBAS; 

XU; TAN, 2018; KASTEN; CHADE; TANNER, 2007; TANNER; GOLDMAN, 1996). 

Entretanto, uma variação mundial de 5 a 35 novos casos para cada 100.000 

habitantes são descritas em diversos estudos (LAU; BRETELER, 2006; LIX et al., 

2010; PARK et al., 2019; TWELVES; PERKINS; COUNSELL, 2003; VON 

CAMPENHAUSEN et al., 2005). Esta grande variação na incidência da doença, é 

devida as metodologias epidemiológicas de análise empregadas – como as 

características demográficas, técnicas de investigação e critérios de diagnóstico. 

Entretanto, autores concordam que a prevalência da DP vem crescendo 

dramaticamente à medida que a expectativa de vida aumenta (DORSEY et al., 2018; 
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YANG et al., 2020). Diversos trabalhos mostram que a prevalência da DP eleva 

significativamente com o envelhecimento, e é incomum antes dos 50 anos  (HIRSCH 

et al., 2016; PRINGSHEIM et al., 2014; SAVICA et al., 2013), apontando a idade como 

um fator importante na DP.  

1.2 ETIOLOGIA 

Embora a DP possa ser causada por uma única mutação gênica, na maioria 

dos casos a origem é multifatorial, não existindo uma definição clara da origem da 

mesma, uma vez que a etiologia de quase todos os pacientes permanece 

desconhecida, sendo o resultado de uma interação complexa entre fatores 

ambientais, suscetibilidade genética e envelhecimento (FERNAGUT, 2016).  

Em mais de 90% dos casos, a DP surge como uma condição esporádica, a qual 

resulta da junção entre fatores genéticos e ambientais, porém, nos casos restantes, é 

inquestionavelmente herdada, também chamada de familiar ou monogênica. 

(LESAGE; BRICE, 2009).  Somente em 1997 foi identificada a primeira modificação 

herdada capaz de provocar a DP,  uma mutação no gene SNCA o qual codifica a 

proteína α-sinucleína, (POLYMEROPOULOS et al., 1997),  outras mutações deste 

gene foram relacionadas à DP monogênica (IBÁÑEZ, 2009). Posteriormente, outros 

genes foram associados com a DP familiar, entre eles:  LRRK2,MAPT,PARK16, 

VPS35, PRKN, PINK1, GBA e DJ-1 (para revisão ver BANDRES-CIGA et al., 2020; 

TRINH; FARRER, 2013).  

Os fatores ambientais relacionados com a DP esporádica são aqueles capazes 

de provocar uma morte dos neurônios dopaminérgicos do mesencéfalo, os quais 

estão relacionados à doença (BERNHEIMER et al., 1973). Apesar de não haver 

consenso na literatura, a maioria dos autores têm mostrado uma associação positiva 

da exposição a pesticidas e herbicidas do desenvolvimento da DP, os quais são 

capazes de afetar o sistema dopaminérgico. Assim, viver em zonas rurais aumenta o 

risco de desenvolver DP em comparação a zonas urbanas, (PEZZOLI; CEREDA, 

2013; VAN DER MARK et al., 2012). Considerando o exposto acima, diversos 

modelos experimentais da DP tem sido propostos utilizando estas substâncias 

(BASSANI et al., 2014; BETARBET et al., 2000; DESPLATS et al., 2012; 

RICHARDSON et al., 2006; SHIMIZU et al., 2001).  
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1.3 FISIOPATOLOGIA 

A DP é caracterizada pela formação de agregados proteicos insolúveis 

conhecidos como Corpos de Lewy, os quais foram inicialmente identificados no núcleo 

dorsal do vago e núcleos talâmicos por Friedrich Heinrich Lewy (1912) em pacientes 

com paralisia agitante. Entretanto, esta descoberta só foi creditada a ele 

posteriormente por Gonzalo Rodriguez Lafora (1913) e ConstantinTræétkoff (1919) 

(Apud ENGELHARDT; GOMES, 2017). Atualmente sabe-se que os corpos de Lewy 

são agregados citoplasmáticos eosinofílicos esféricos de natureza fibrilar constituídos 

por uma variedade de proteínas, incluindo α-sinucleína, parkina, ubiquitina e 

neurofilamentos (FORNO, 1996; SPILLANTINI et al., 1997; ZHANG et al., 2018a) 

(Figura 1).  

A descoberta  de que a Dopamina (DA) não era unicamente um precursor da 

Noradrenalina (NA) e adrenalina (BLASCHKO, 1957; CARLSSON et al., 1958) 

possibilitou a procura não somente pelo seu papel fisiológico (HORNYKIEWICZ, 1958) 

como sua participação em diversas fisiopatologias. Assim, em 1960, conhecendo a 

localização da DA nos núcleos da base, Hornykiewicz e Ehringer  realizaram um 

estudo post mortem  do cérebro de alguns pacientes com doenças nos núcleos da 

base, como Doença de Huntington e DP, e concluíram que os pacientes com DP 

apresentaram  perda significativas da DA no caudado e putâmen, entretanto, esta 

diminuição dopaminérgica não parecia estar relacionada com a perda dos neurônios 

estriatais (EHRINGER; HORNYKIEWICZ, 1960, apud HORNYKIEWICZ, 2006). 

Posteriormente, Hornykiewicz concluiu que a diminuição de dopamina no estriado 

poderia ser provocada por uma perda dos neurônios da substância negra (SN) 

(HORNYKIEWICZ,1963, apud HORNYKIEWICZ, 2006).  

Apesar da morte dos neurônios dopaminérgicos e a formação dos corpos de 

Lewy não serem exclusivas para a DP, em conjunto, são essenciais para a 

confirmação do diagnóstico (para revisão ver DICKSON et al., 2009). Deste modo, o 

padrão da perda dos neurônios dopaminérgicos é distintivo para a DP, no que se 

refere à região ventrolateral da parte compacta da substância negra (SNc) onde a 

perda é mais severa. Entretanto, os neurônios dopaminérgicos da área adjacente ao 

tegumento ventral são menos afetados (Figura 2) (DAMIER et al., 1999). Vale 

ressaltar que as alterações degenerativas da DP não são restritas a esta via, e 

achados neuropatológicos mostram que outros grupos neuronais, dopaminérgicos e 
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não-dopaminérgicos, incluindo lócus ceruleus, núcleos da rafe e núcleo basal de 

Meynert podem  também ser afetados (BRAAK et al., 2004; SURMEIER; OBESO; 

HALLIDAY, 2017). Deste modo, a DP é caracterizada fisiopatologicamente pela morte 

dos neurônios dopaminérgicos na SNc (BERNHEIMER et al., 1973; POEWE et al., 

2017; SONG et al., 2020a) e pelo acúmulo de proteínas insolúveis formando os corpos 

de Lewy. 

 

Figura 1: Corpos de Lewy. Marcação imuno-histoquímica de inclusões intraneurais em um neurônio 

dopaminérgico da SNc. À esquerda: imunocoloração utilizando anticorpo para α-sinucleína  e à direita 

utilizando anticorpo para ubiquitina, mostrando respectivamente uma imunorreatividade mais difusa e 

uma zona central intensamente imunorreativa rodeado por uma zona periférica ligeiramente 

imunorreativa no corpo de Lewy SNc: parte compacta da substância negra.(Modificado DAUER; 

PRZEDBORSKI, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2:Neuropatologia da doença de Parkinson (DP). Representação esquemática da via 

nigroestriatal normal (à esquerda) composta por neurônios dopaminérgicos cujos corpos celulares 

estão localizados na parte compacta da substância negra (SNc), os quais se projetam para os núcleos 

basais e fazem sinapse no estriado (putâmen e caudado). À direita: Representação esquemática da 

via nigroestriatal na DP, a via nigroestriatal sofre uma degeneração acentuada dos neurônios 

dopaminérgicos que se projetam para o putâmem (linha vermelha tracejada) em relação aos que se 

projetam para o caudado (linha vermelha sólida)(DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).  
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1.4 NEUROTRANSMISSÃO DOS NÚCLEOS DA BASE 

Os núcleos da base são estruturas subcorticais que incluem núcleos do 

prosencéfalo, diencéfalo e mesencéfalo, os quais estão interconectados. Inicialmente 

estes núcleos foram vistos apenas como um componente do sistema motor, no 

entanto, há evidências mostrando  a sua influência em todas as regiões do córtex 

frontal e do sistema límbico (JANKOVIC; TOLOSA, 2015), apresentando assim, um 

papel nas funções cognitivas e emocionais, além da sua atribuição no controle motor 

(BÁEZ-MENDOZA; SCHULTZ, 2013; POLETTI; DE ROSA; BONUCCELLI, 2012). A 

disfunção destes núcleos resulta em distúrbios neurológicos motores, incluindo a 

doença de Parkinson, doença de Huntington, distonia e síndrome de Tourette (ALEXI 

et al., 2000; CALIGIORE et al., 2017; KAJI; BHATIA; GRAYBIEL, 2018; MILOSEVIC 

et al., 2019). 

Os núcleos da base incluem: o estriado dorsal (caudado, putâmen), o núcleo 

subtalâmico (STN), o globo pálido (GP) (segmento interno (GPi) e segmento externo 

(GPe) e a substância negra (parte compacta (SNc) e parte reticulada (SNr)) (MOORE, 

1978) (figura 3). O estriado e o STN recebem a maior parte das vias aferentes dos 

núcleos da base, e transferem a informação para os núcleos de saída GPi e SNr. Além 

disso, as projeções entre o estriado e o GPe / SNr são divididas em duas vias 

separadas, uma conexão "direta" e uma "indireta", via SNr e GPe, respectivamente. A 

saída do GPi / SNr vai em grande parte para os núcleos ventral anterior (VA) e 

ventrolateral (VL) do tálamo, que, por sua vez, se projetam para o córtex cerebral. 

Projeções menores dos núcleos da base alcançam os núcleos central medial (CM) e 

parafascicular (pf) do tálamo, os quais são estruturas do tronco cerebral, assim como, 

o colículo superior, o núcleo pedunculopontino (PPN) e a formação reticular (GALVAN 

AND WICHMANN, 2008) (figura 4).  
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Figura 3: Núcleos da Base (BEAR; CONNORS; PARADISO, 2007). 

Sabe-se que, no estriado, existem duas vias com ações opostas, a via direta e 

a indireta, que ocorrem respectivamente pela ativação dos receptores dopaminérgicos 

D1 (D1R) e D2 (D2R). A ativação da via direta inibe os núcleos do GPi / SNr, 

desinibindo as interações talâmo-corticais, enquanto que a ativação da via indireta faz 

o contrário. Resumidamente, a liberação de dopamina a partir da projeção 

nigroestriatal facilita a transmissão nas sinapses corticoestriatais mediante a via direta 

e reduz a mesma pela via indireta (DELONG; WICHMANN, 2007). Este modelo tem 

sido útil em estudos anatômicos e fisiológicos dos núcleos da base, entretanto 

representa uma visão simplificada, visto que muitas conexões não estão incluídas 

(MCGREGOR; NELSON, 2019; WU; RICHARD; PARENT, 2000). Além de receptores 

dopaminérgicos, os núcleos da base também expressam receptores glutamatérgicos 

(BRADLEY et al., 1999; GALVAN; KUWAJIMA; SMITH, 2006; TESTA et al., 1994) 

gabaérgicos (BOYES; BOLAM, 2007; YOUNG et al., 1984) e colinérgicos (ROBBERT 

HAVEKESA; ABELA; ZEEB, 2011; WEINER; LEVEY; BRANN, 1990).  
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Figura 4: Alterações da DP na atividade normal do circuito motor tálamo-cortical dos núcleos da 

base. As setas vermelhas indicam conexões inibitórias; as setas azuis indicam conexões excitatórias. 

A espessura das setas indica a atividade esperada. Abreviaturas: CM, núcleo central medial do tálamo; 

CMA, área motora do cíngulo; D1, D2, receptores de dopamina,  GPe, globo pálido externo; GPi, globo 

pálido interno; M1, córtex motor primário; PMC, córtex pré-motor; PPN, núcleo pedunculopontino; SMA, 

área motora suplementar; SNc, parte compacta da substância negra; SNr, substância negra parte 

reticulada; STN, núcleo subtalâmico; VA, núcleo anterior ventral do tálamo; VL, núcleo ventrolateral do 

tálamo (SMITH et al., 2012). 

Na DP a depleção da DA, na via nigroestriatal,  leva à hiperatividade das 

projeções inibitórias do estriado para o GPe (HIRSCH et al., 2000) conduzindo um 

bloqueio da inibição do STN, que desencadeia uma hiperatividade glutamatérgica da 

via indireta, contribuindo para a disfunção motora (CENTONZE et al., 2005; REMPLE 

et al., 2011). Deste modo, a estimulação intensa desta região apresentou-se como 

alternativa para o tratamento da DP (MOSTOFI et al., 2019). Além disto, trabalhos 

clínicos e pré-clínicos mostram que a diminuição da hiperatividade glutamatérgica da 

via indireta pode ser benéfica na redução dos sintomas motores relacionados à DP 

(Para revisão, Zhu et al., 2019). Assim, o sistema glutamatérgico é considerado um  

alvo promissor para estudos fisiopatológicos e terapia da DP (VILLALBA; MATHAI; 

SMITH, 2015).  
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Figura 5: Neurotransmissão glutamatérgica nos núcleos da base. Projeções dopaminérgicas 

(cinza), colinérgicas (verde), glutamatérgicas (branco) e gabaérgicas (preto) coexistem nestes núcleos 

e receptores metabotrópicos de glutamato são amplamente expressos nesta região (NICKOLS; CONN, 

2014). 

1.5 MODELOS ANIMAIS DA DP 

Vários modelos experimentais são utilizados para estudo da DP que objetivam 

uma melhor compreensão da fisiopatologia e a progressão da doença, como também 

o desenvolvimento de terapias que impeçam a perda neuronal e atuem sobre os 

sintomas.  Estes modelos utilizam  primatas não humanos, espécies não mamíferas 

(levedura, vermes e moscas) e roedores, sendo este último o mais usado (STOKER; 

BCHIR; GREENLAND, 2018). Estes modelos podem ser classificados em genéticos 

e os que empregam neurotoxinas para induzir a DP. Vale ressaltar que estes modelos 

são aproximações e não fenocópias da DP, sendo importante o conhecimento dos 

mesmos para o discernimento dos resultados observados. 

Nesta seção abordaremos os protótipos com neurotoxinas que têm sido usados 

predominantemente desde a década de 60. O primeiro modelo surgiu da observação 

que camundongos e coelhos, apresentaram atividade motora reduzida após a 

administração de reserpina, um depletor de monoaminas. Além disso, estes autores 

mostraram que, esses animais recuperaram o comportamento motor normal com a 

administração do precursor da dopamina L-3,4-di-hidroxifenilalanina (L-DOPA) 
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(CARLSSON; LINDQVIST; MAGNUSSON, 1957). Estas observações forneceram a 

primeira evidência do uso da L-DOPA para o tratamento dos sintomas motores da DP. 

Em 1968, Ungerstedt descreveu o segundo modelo de indução da DP por 

toxinas, ele demonstrou que a injeção de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) no estriado ou 

na SNc provocou uma lesão unilateral na via nigroestriatal de ratos (UNGERSTEDT, 

1968). Este é um dos modelos mais usados na atualidade, devido a sua 

reprodutibilidade e perda neuronal preferencialmente nos neurônios da SNc em 

relação aos da área tegmental ventral (VTA) (PRZEDBROSKI et al., 1995) e por assim 

manifestar algumas alterações motoras e não motoras características da doença 

(BONITO-OLIVA; MASINI; FISONE, 2014; MORE et al., 2016). Entretanto, por não 

atravessar a barreira hematoencefálica (BHE) é necessário a utilização de cirurgia 

intracraniana (UNGERSTEDT, 1968). Além disso, esse modelo não induz a formação 

de corpos de Lewy (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003) e não reproduz todos os 

fenótipos observados nos pacientes.  

O terceiro modelo foi desenvolvido em 1983, quando Langston e cols.  

descobriram que o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) - um subproduto 

da síntese de um análogo da meperidina - com efeitos potentes semelhantes à 

heroína, podia induzir síndrome parkinsoniana em humanos quase indistinguível da 

DP (LANGSTON et al., 1983). Posteriormente estes autores confirmaram que o MPTP 

era capaz de reproduzir as características neuropatológicas da DP em macacos 

(LANGSTON et al., 1984).  

O MPTP, quando atinge a corrente sanguínea atravessa imediatamente a BHE 

e é biotransformado até sua forma ativa. Nas células gliais, por ação da monoamina 

oxidase B (MAO-B), esta toxina é metabolizada em 1-metil-4-fenil-2,3-di-hidropiridinio 

(MPDP+) e espontaneamente oxidada no composto ativo o 1-metil-4-fenilpiridínio 

(MPP+). O MPP+ é então internalizado nos neurônios dopaminérgicos, através do 

transportador de dopamina (DAT), para os quais apresenta alta afinidade. Uma vez 

dentro dos neurônios, o MPP+ se acumula na membrana mitocondrial, inibindo o 

complexo I da cadeia transportadora de elétrons. Esta inibição impede o fluxo de 

elétrons ao longo da cadeia transportadora resultando em uma maior produção de 

radicais livres, o que provoca um aumento do estresse oxidativo e ativação de vias de 

morte celular programada (Figura 6) (VILA; PRZEDBORSKI, 2003). Vale ressaltar que 
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pacientes post mortem com DP mostraram um defeito seletivo no complexo I da 

cadeia transportadora de elétrons que é afetado pelo MPTP (GLUCK et al., 1994).  

Desta forma, o MPTP pode ser considerado o padrão-ouro para modelos 

animais baseados em toxinas, pois induz diversas características da DP, como danos 

à via DA nigrostriatal, perda profunda da DA no estriado e SNc, estresse oxidativo, 

espécies reativas de oxigênio e inflamação (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; 

LANGSTON, 2017). No entanto, na maioria dos estudos realizados com o MPTP,  não  

é observado a  formação de corpos de Lewy (HALLIDAY et al., 2009; MARIES et al., 

2003) em tratamentos mais curtos, apenas quando a toxina foi administrada por 

períodos mais prolongados (FORNAI et al., 2005; KOWALL et al., 2000).  

 

 

Figura 6: Mecanismo de ação do MPTP (VILA; PRZEDBORSKI, 2003). 

Outros modelos têm sido propostos utilizando pesticidas e herbicidas, os quais 

contribuem com uma maior prevalência da doença. Entre eles os mais estudados são 

a rotenona e o paraquat os quais provocam a neurodegenaração dopaminérgica 

através da indução do estresse oxidativo (BERRY; LA VECCHIA; NICOTERA, 2010; 

BETARBET et al., 2000). Apesar destes modelos serem uteis para entender a 

fisiopatologia e o desenvolvimento de novas terapias para DP, os modelos 

supracitados falham na formação dos corpos de Lewy, os quais são um componente 

importante da doença. Assim, surgiram novos modelos baseados ou na inoculação de 

fibras pré-formadas de α-sinucleína ou na super expressão da mesma por vetores 

virais adeno-associados (GÓMEZ-BENITO et al., 2020). 
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Levando em consideração as limitações apresentadas por cada modelo, assim 

como, as ferramentas laboratoriais disponíveis por nós para a realização dos 

experimentos, optamos pela toxina parkinsoniana MPTP para a indução do modelo 

da DP no que diz respeito principalmente aos sintomas motores, mas também, aos 

sintomas não motores. 

1.6 SINTOMAS NÃO MOTORES DA DP 

Atualmente a DP é reconhecida como uma doença caracterizada pela  

disfunção motora e a manifestação de diversos sintomas não motores (SNM), os quais 

estão presentes em todos os pacientes (KIM et al., 2013; WITJAS et al., 2002).   

Os SNM estão relacionados com várias funções, incluindo distúrbios do sono - 

regulação do ciclo da vigília, comprometimento cognitivo, distúrbios do humor e afeto, 

disfunção autonômica (principalmente hipotensão ortostática, disfunção urogenital, 

constipação e hiperidrose), bem como sinais sensoriais (mais proeminentemente 

hiposmia), dor e fadiga (ver SCHAPIRA; CHAUDHURI; JENNER, 2017, para revisão). 

Estes sintomas  ocorrem anteriormente (anos) da percepção da disfunção motora, 

(BOHNEN et al., 2008; CLAASSEN et al., 2010; ISHIHARA; BRAYNE, 2006; SAVICA 

et al., 2009) e são sub- relatados e  pouco reconhecidos. Somente nos últimos anos,  

testes de diagnósticos específicos têm sido conduzidos para o reconhecimentos dos 

SNM, mas são pouco tratados na prática clínica (SCHRAG; SAUERBIER; 

CHAUDHURI, 2015) 

Por outro lado, os SNM podem ser causados por alterações dopaminérgicas  

ou não dopaminérgicas (SCHAPIRA; CHAUDHURI; JENNER, 2017), assim, o 

tratamento da DP não apresenta uma eficácia terapêutica completa para estas 

alterações. Os SNM contribuem para a  diminuição da qualidade de vida (BAIG et al., 

2015) e a incapacidade provocada pela doença (WITJAS et al., 2002). Um dos SNM 

mais frequentes é o comprometimento cognitivo progressivo que aumenta o risco de 

demência  na DP (AARSLAND et al., 2001). 
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1.7 DECLÍNIO COGNITIVO NA DP 

Devido a descrição original feita por James Parkinson (1917), “os sentidos e o 

intelecto permanecem intactos” e com a reduzida sobrevida dos pacientes com DP, 

(HELY et al., 1999; WILLIS et al., 2012) os sintomas cognitivos foram ignorados por 

muitos anos.  

As diretrizes de diagnóstico da Sociedade Internacional de Parkinson e 

Distúrbios do Movimento (LITVAN et al., 2012), definiram duas síndromes cognitivas 

comuns em pacientes com DP:  o comprometimento cognitivo leve (PD-MCI, Mild 

cognitive impairment of Parkinson disease) que pode estar presente desde o 

diagnóstico sem causar incapacidade (BROEDERS et al., 2013; MUSLIMOVIĆ et al., 

2005) e a Demência da doença de Parkinson (PDD, Parkinson’s Disease Dementia), 

a qual acomete aproximadamente 80% dos pacientes após 20 anos do diagnóstico 

(HELY et al., 2008).  

O declínio cognitivo na DP apresenta fisiopatologia complexa, envolvendo 

alterações morfológicas em diversos sistemas de neurotransmissão, portanto, os  

mecanismos subjacentes a ela são pouco conhecidos (para revisão AARSLAND, et 

al., 2017). Neste contexto, o sistema colinérgico vem ganhando destaque, devido a 

que diversos trabalhos mostram que déficits cognitivos podem ser relacionados com 

uma diminuição colinérgica no núcleo basal de Meynert (nbM) em PDD (PERRY et al., 

1993; WHITEHOUSE et al., 1983) e pacientes com PDD apresentam maior 

degeneração colinérgica em relação aos pacientes da DP (KLEIN et al., 2010). Ainda, 

Bohnen e cols. observaram que a neurodegeneração colinérgica está associada a 

declínios cognitivos progressivos na DP (BOHNEN et al., 2015), consolidando a 

importância deste sistema nas alterações cognitivas presentes na mesma. 

1.8 SISTEMA COLINÉRGICO NA DOENÇA DE PARKINSON 

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor sintetizado no citosol dos neurônios 

colinérgicos, onde a enzima colina acetiltransferase (ChAT), por meio da acetil-

coenzima A (acetil-CoA), acetila a colina formando a ACh. Esta é armazenada em 

vesículas mediante um gradiente de prótons transvesicular gerado por uma ATPase 

vacuolar, através do transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) (PARSONS, 

2000). A liberação da acetilcolina para a fenda sináptica é desencadeada pelo influxo 

de Ca+2, o que leva à despolarização celular. A acetilcolina atua tanto no neurônio pré-
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sináptico como pós-sináptico (WEVERS, 2011). A hidrólise da acetilcolina ocorre 

rapidamente pelas enzimas acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE) 

formando colina e acetato. A colina formada é recaptada pelo neurônio através do 

transportador de colina de alta eficiência (ChT1) (revisado por SILVA, 2008) (figura 7).  

A acetilcolina exerce sua ação através de receptores muscarínicos 

(metabotrópicos) e nicotínicos (ionotrópicos). Os receptores muscarínicos são cinco, 

e interagem com a proteína G que pode estar acoplada à fosfolipase (M1, M3 e M5), 

ou à adenilatociclase (M2 e M4). Por outro lado, os receptores nicotínicos são 

subdividos em α (α2-α10), β (β2-β4), γ, δ e ε, podendo estar estes ligados a canal de 

Ca+2 ou de Na+ (MALENKA; NESTLER; HYMAN, 2009). 

Dentre os receptores nicotínicos o alfa 7 é intensamente expresso no 

hipocampo, uma região particularmente afetada em distúrbios cognitivos (PALMA et 

al., 2012; WALLACE; PORTER, 2011) e sua estimulação melhorou o desempenho 

cognitivo em animais (NIKIFORUK et al., 2015; SADIGH-ETEGHAD et al., 2015). Por 

outro lado, os receptores muscarínicos também têm sido associados com processos 

cognitivos, antagonistas são comumente reconhecidos por prejudicar o desempenho 

cognitivo em animais (BEATTY, 1986). Dessa forma, um entendimento das alterações 

colinérgicas na DP se torna importante para o tratamento e/ou prevenção dos déficits 

cognitivos observados na doença e a intervenção nesse sistema pode emergir como 

um potencial alvo farmacológico ou não farmacológico. 
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Figura 7: Neurotransmissão colinérgica: A enzima colina acetiltransferase catalisa a formação de 

acetilcolina (ACh) a partir da acetil coenzima A (Acetyl CoA) e colina. Esta é armazenada em vesículas 

através do transportador vesicular, com a despolarização do neurônio a ACh é liberada na fenda onde 

se ligara a receptores nicotínicos (nAChR) e muscarínicos os quais podem ser pré e pós sinápticos. A 

ACh é degradada em colina e acetato pela acetilcolinesterase (AChE) (MALENKA; NESTLER; HYMAN, 

2009).   

1.9 TRATAMENTO DA DP 

O tratamento da DP tem como principal objetivo amenizar as alterações 

motoras provocadas pela doença, e a reposição dos níveis de dopamina é a 

intervenção medicamentosa primária para estes pacientes. A neurotransmissão 

dopaminérgica, está descrita em detalhes na figura 8. 
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Figura 8: Neurotransmissão dopaminérgica. À esquerda: Síntese da dopamina: A dopamina (DA) é 

sintetizada e armazenada em vesículas. Com a estimulação das células nervosas, a DA é liberada 

estimulando assim os receptores dopaminérgicos. Posteriormente, a DA é recaptada pelo transportador 

de dopamina (DAT), podendo ser internalizada em vesículas e/ou degradada através da enzima 

monoamino oxidase (MAO). À direita: Degradação de Dopamina: A DA é oxidada a ácido 

diihroxifenilacético (DOPAC) por meio de reações sequenciais das enzimas monoaminoxidase (MAO) 

e aldeído desidrogenase (AD), em seguida, a DOPAC será oxidada pela catecol-o-metiltransferase 

(COMT) em ácido homovanílico (HVA). Alternativamente a dopamina é metilada a 3-metoxitiramina 

através da COMT e subsequentemente oxidada a HVA pela MAO e AD (STANDAERT; GALANTER, 

2009) 
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Mesmo com a grande procura de agentes farmacológicos que regulem a 

transmissão dopaminérgica na via nigroestriatal, a L-DOPA, precursor da DA, tem sido 

usada nos últimos 50 anos como terapia da DP para suprir a perda de DA no estriado 

e é considerada padrão ouro para o tratamento da mesma e do parkinsonismo. Porém, 

sua administração descontínua (meia-vida curta da L-DOPA), variabilidade na 

absorção gastrointestinal e seu transporte através da barreira hematoencefálica 

(NUTT, 1987; OBESO et al., 1994 ) têm sido associados à complicações motoras, 

incluindo as oscilações da resposta motora (fenômeno on-off) e a discinesia induzida 

por L-DOPA (LID, levodopa induced dyskinesia) (LEES; SHAW; STERN, 1977; 

OLANOW; OBESO; STOCCHI, 2006). Formulações com a liberação prolongada de 

L-DOPA, e também algumas abordagens farmacológicas (ajustes na frequência e na 

dose, administração da mesma em associação com o inibidor DOPA descarboxilase  

- iDDC e inibidor seletivo da MAO B) melhoram a eficácia da terapia com L-DOPA, 

mostrado maior eficácia na diminuição das oscilações da resposta motora (para 

revisão POEWE; ANTONINI, 2015).  

Outra estratégia terapêutica, é a estimulação dos receptores dopaminérgicos 

pelo uso de agonistas, que teve início em 1951, pela observação da melhora 

transitória da rigidez e tremor em pacientes parkinsonianos após injeção de 

apomorfina (Schwab et al, 1951, apud CARBONE et al., 2019). Mais tarde surgiram 

outros agonistas derivados da ergolina, bromocriptina e cabergolina (RASCOL et al., 

1979; SHAW, 1995). Porém estes derivados tiveram seu uso diminuído pois foram 

associados a fibrose pulmonar e pleuro cardíaca em virtude da ativação de receptores 

serotoninérgicos como 5HT2B (ALBERTI, 2015; ANTONINI et al., 2009; HOFMANN 

et al., 2006) 

Outros agonistas dopaminérgicos foram introduzidos no mercado - pramipexol, 

ropinirole e rotigotina -  (BENNETT; PIERCEY, 1999; BROOKS; TORJANSKI; BURN, 

1995; NAIDU; CHAUDHURI, 2007, respectivamente). Estes apresentam algumas 

vantagens farmacológicas, como meia-vida mais longa, estimulação direta dos 

receptores, opção de administração por vias alternativas, diminuem a incidência de 

complicações motoras (CHONDROGIORGI et al., 2014; HOLLOWAY, 2004), podendo 

ser utilizados como monoterapia (CLARKE; GUTTMAN, 2002; ZHUO et al., 2017) ou 

adjunto a L-DOPA (ZHAO et al., 2019a).  
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A figura 9, compila as estratégias farmacológicas para a terapia dopaminérgica 

da Doença de Parkinson. 

 

Figura 9:Estratégias Farmacológicas para a terapia dopaminérgica da Doença de Parkinson 

(DP).  A L-DOPA administrada por via oral é metabolizada nos tecidos periféricos pela DOPA 

descarboxilase e catecol-O-metiltransferase (COMT). A carbidopa é um inibidor da DOPA 

descarboxilase que não tem a capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica. Por outro lado, 

a entacapona e a tolcapona inibem a COMT. Assim, quando a L-DOPA e administrada em associação 

a estes fármacos uma maior fração da L-DOPA torna-se disponível no cérebro. Por conseguinte, uma 

dose menor de L-DOPA é necessária para obter uma eficácia clínica, e o fármaco apresenta menos 

efeitos adversos. A L-DOPA é transportada através da barreira hematoencefálica pelo transportador de 

L-aminoácidos neutros (LNAA) e metabolizada a dopamina (DA) pela DOPA descarboxilase. No interior 

do cérebro, a DA é metabolizada pela COMT e pela monoamino oxidase B (MAOB). A tolcapona (um 

inibidor da COMT) e a selegilina e rasagilina (inibidores seletivos da MAOB) aumentam a eficiência do 

tratamento com L-DOPA ao inibir o metabolismo da DA no cérebro. 3-O-MD: 3-O-metilDOPA; DOPAC: 

ácido diidroxifenilacético; 3MT: 3-metoxitiramina (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014). 
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Como já mencionado, apesar do notável efeito da terapia dopaminérgica sobre 

os sintomas motores esta pode causar flutuações motoras e discinesia, bem como, 

ser inefetiva em pacientes resistentes à L-DOPA. Desta forma, torna-se impreterível 

a necessidade de novas estratégias, direcionadas a outros sistemas, para o 

tratamento da DP tanto para o controle dos sintomas motores como para uma 

diminuição das reações motoras adversas e tratamento dos sintomas não motores. 

1.9.1 Potencial dos moduladores alostéricos negativos (NAMs) dos recptores 

mGLURs no tratamento da DP 

O glutamato é o neurotransmissor excitatório mais importante do sistema 

nervoso central (SNC), atuando em diversas funções fisiológicas como memória, 

plasticidade sináptica e desenvolvimento neuronal. Entretanto, sua  superestimulação 

têm sido relacionada com a neurodegeneração (GASIC; HOLLMANN, 1992; 

NAKANISHI; MASU, 1994).  

No SNC, o glutamato se liga a receptores ionotrópicos de ação rápida, e a 

receptores metabotrópicos (mGluRs) acoplados à proteína G de modulação lenta para 

mediar suas ações.  Os receptores ionotrópicos compreendem três subtipos: o ácido 

alfa-amino-3-hidroxi-5-metil4-isoxazazol-propiônico (AMPA), os receptores N-metil-D-

aspartato (NMDA) e o cainato (KA). Esses receptores permitem o fluxo de íons (sódio, 

potássio ou cálcio) que participam da neurotransmissão excitatória. Por outro lado, os 

mGluRs são agrupados em três classes (I, II e III) com base na homologia de 

sequência, mecanismo de transdução de sinais e farmacologia (NAKANISHI; MASU, 

1994; PIN; DUVOISIN, 1995). O grupo I (mGlu1 e mGlu5) conduz ativação da  

fosfolipase C, enquanto os grupos II (mGlu2 e mGlu3) e III (mGlu4, mGlu6, mGlu7 e 

mGlu8) modulam a atividade da adenilato ciclase (CONN; PIN, 1997). Devido o 

envolvimento destes receptores na regulação de canais iônicos, transmissão sináptica 

e plasticidade sináptica são considerados alvos  para o desenvolvimento de agentes 

farmacológicos no tratamento de doenças neurológicas (NICKOLS; CONN, 2014; 

RIBEIRO et al., 2017).  

Alteração nos níveis de glutamato (MEREDITH et al., 2009; ROBELET et al., 

2004), aumento da expressão gênica de receptores metabotrópicos (KANG et al., 

2019; OUATTARA et al., 2010, 2011)  e o excesso de estimulação nos STN foram 

observados na DP (KLEINER-FISMAN et al., 2003; PAHWA et al., 2006; SIMUNI et 

al., 2002; VITEK; JOHNSON, 2019). Assim, vários estudos mostram que 
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bloqueadores glutamatérgicos melhoram as alterações  motoras  da DP (MOREAU et 

al., 2013; NASH et al., 2000; SCHWAB et al., 1969) e a LID (BLANCHET; 

KONITSIOTIS; CHASE, 1998; SHARMA; LYONS; PAHWA, 2018; WOLF et al., 2010).  

Apesar dos três grupos de mGluRs estarem presentes nos núcleos da base 

(Figura 5), levando em consideração sua distribuição, efeitos fisiológicos e 

disponibilidade de drogas específicas, os receptores mGlu5 e mGlu4 são os principais 

alvos promissores para o tratamento da DP. O mGluR4 é expresso pré-

sinápticamente, modulando negativamente a liberação de glutamato e GABA  

reduzindo a transmissão estriado-globo pálido, logo, diminuindo a ativação do núcleo 

STN e SNr, consequentemente atenuando a ativação exacerbada da via indireta 

manifesto na DP (MACINNES; DUTY, 2008; MATSUI; KITA, 2003).  

Por outro lado, o mGluR5 é distribuído pós-sinapticamente nos núcleos da base 

(KUWAJIMA et al., 2004; SHIGEMOTO et al., 1993), atuando de maneira sinérgica  

aos receptores A2A e NMDA, nos  neurônios estriato-globo palido da via indireta 

estimulando o GPe (FERRE et al., 2002; NISHI et al., 2003), Além disso, nos 

neurônios do STN, a ativação do mGluR5  induz a  despolarização da membrana 

acentuando o potencial de ação (AWAD et al., 2000; BEURRIER et al., 1999). Assim, 

os moduladores alostéricos negativos (NAMs, negative alosteric modulators) surgem 

como uma estratégia para o tratamento da DP e LID, pois a modulação negativa do 

mGluR5 provoca uma diminuição da transmissão glutamatérgica. 

Os primeiros NAMs descritos  para os receptores mGlu5 foram 2-metil-6- 

(feniletenil) -piridina (MPEP) (GASPARINI et al., 1999) e 3- (2-metil-1,3-tiazol-4-il 

(etinil) piridina (MTEP) (COSFORD et al., 2003). Eles apresentaram efeitos 

terapêuticos para a DP em modelo murino e primata não humano (BREYSSE et al., 

2002; OSSOWSKA et al., 2005). Além disso, foram observados efeitos antidiscinéticos 

(DEKUNDY et al., 2011; MORIN et al., 2013). Entretanto, ambos não possuem perfil 

farmacológico adequado para uso crônico em humanos, devido à sua meia-vida curta 

e clearance cerebral rápido (LINDEMANN et al., 2011). LINDEMANN e cols. 

desenvolveram um derivado (novo NAM), o 2-cloro-4- ((2,5-dimetil-1- (4- 

(trifluorometoxi) fenil) -1H-imidazol- 4- yl) etinil) piridina (CTEP), que apresenta maior 

seletividade, potência e biodisponibilidade oral (LINDEMANN et al., 2011). Estudos 

mais recentes, sugerem a eficácia do CTEP no tratamento de doenças 

neurodegenerativas como Alzheimer (HAMILTON et al., 2016), Hungtington (ABD-
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ELRAHMAN et al., 2017), Síndrome do cromossomo X frágil (MICHALON et al., 2012) 

e da DP (FARMER et al., 2020). Entretanto, no estudo de Farmer e cols., o modelo 

utilizado foi o tratamento com 6-OHDA e ainda não foram realizados estudos utilizando 

CTEP em modelo experimental com MPTP.  

1.9.2 Tratamento da DP com a ferramenta não farmacológica do ambiente 

enriquecido 

O ambiente é todo contexto ao redor do indivíduo que afeta o seu metabolismo 

e comportamento, e envolve relacionamentos familiares, amizades, lazer, condição 

socioeconômica, moradia, entre outros. O ambiente pode influenciar tanto 

positivamente quanto negativamente no desenvolvimento cerebral e, 

consequentemente, em diversos aspectos comportamentais relacionados ao 

indivíduo (apud, SALE, 2018). Fatores ambientais positivos podem ser mimetizados 

em laboratório através do ambiente enriquecido (AE), o qual é classicamente definido 

como a combinação complexa de estímulos sociais e inanimados (ROSENZWEIG et 

al., 1978). Este paradigma foi introduzido pela primeira vez por Donald Olding Hebb 

em 1947, que  observou uma melhor desempenho cognitivo em ratos criados como 

pet, os quais viviam em condições estimulantes, comparado aos mantidos no 

laboratório em condições convencionais (Apud, SAMPEDRO-PIQUERO; BEGEGA, 

2016). Entretanto somente na década de 1960 que esta ferramenta passou a ser 

utilizada como um paradigma científico, onde foi possível constatar diferenças 

neuroanatômicas entre animais mantidos em AE e animais em condição padrão 

(KRECH; ROSENZWEIG; BENNETT, 1962). Deste modo, o AE passou a ser usado 

na neurociência, onde os animais são expostos a um ambiente que fornece uma 

variedade de estímulos sensoriais, motores e cognitivos (figura 10) 

(NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006).  

Nos seres humanos a caracterização da exposição ao AE é mais complexa 

devido aos numerosos elementos presentes no ambiente. Entretanto, podemos citar 

alguns como nível de escolaridade, suporte emocional, atividades de lazer, prática de 

exercício (KRAMER et al., 2004). Assim, uma maior exposição a educação formal 

(tempo) foi associada com uma diminuição do risco de demência (BRAYNE et al., 

2010) e de desenvolvimento da DP (GLATT et al., 1996), além disso, pessoas com 

maior convivência com atividades de lazer desafiadoras como dançar, resolver 
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palavras cruzadas, jogar baralho entre outras, tinham uma resposta cognitiva superior 

em relação aos com menor contato com estes estímulos (PÉREZ; MENOR, 2014).  

Por outro lado, a exposição ao AE para animais é desenhado pela utilização de 

gaiolas maiores, com a presença de diversos objetos como túneis, escadas, 

esconderijos, gangorras e uma roda de correr, que são periodicamente trocados para 

a estimulação da curiosidade e exploração (Figura 10) (NITHIANANTHARAJAH; 

HANNAN, 2006; VAN PRAAG; KEMPERMANN; GAGE, 2000). Desta forma, é 

concebido aos animais diferentes formas de estímulos somatossensoriais,  visuais, 

motores, olfativos e cognitivos, que levam a uma maior interação social, exploração 

do ambiente e benefícios relacionados à atividade física voluntária 

(NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006). Existem diversos protocolos da exposição 

ao AE, variando o tamanho da caixa, tipos e números de objetos, tempo de exposição 

a estes, linhagem e idade, não existindo um consenso de qual protocolo é o mais 

adequado (SIMPSON; KELLY, 2011). 

Diversos benefícios fisiológicos, morfológicos e moleculares já foram descritos 

em vários estudos relacionados à exposição ao AE. Dentre as alterações morfológicas 

foi observado que a exposição ao AE provoca um aumento de volume do córtex 

occipital, hipocampo e áreas subcorticais (BENNETT et al., 1964; DIAMOND et al., 

1976; DIAMOND; KRECH; ROSENZWEIG, 1964). Ademais, a exposição ao AE 

provocou um  aumento da arborização dendrítica favorecendo a plasticidade neuronal 

(JOHANSSON; BELICHENKO, 2002; LEGER et al., 2015). Essa exposição também 

desencadeia vários efeitos bioquímicos como a alteração da expressão gênica e 

proteica em diversas células e tecidos (RAMPON et al., 2000; ZHANG et al., 2016), 

modulação de alguns sistemas de neurotransmissão (ROSENZWEIG et al., 1978; 

VARMAN; RAJAN, 2015), aumento de fatores neurotróficos (GUALTIERI et al., 2017) 

e do sistema imune (SINGHAL et al., 2014).  

Em relação aos benefícios fisiológicos os mais estudados são os cognitivos e 

emocionais. A exposição ao AE foi capaz de atenuar o comportamento ansioso em 

modelo animal de estresse (BENAROYA-MILSHTEIN et al., 2004; RAVENELLE et al., 

2014), bem como, reduz a ansiedade em animais adultos no paradigma de exploração 

livre (GOES; ANTUNES; TEIXEIRA-SILVA, 2015). Os processos de aprendizagem e 

memória são facilitados pela exposição ao AE, revertendo o prejuízo cognitivo 

provocado pelo envelhecimento em animais (FRERET et al., 2012a; FRICK; 
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FERNANDEZ, 2003). Além disso, enquanto alguns autores sugerem que os efeitos 

da exposição ao AE sobre a aprendizagem são mais acentuados em animais jovens 

(MORA-GALLEGOS et al., 2015) outros autores observaram o oposto (HARATI et al., 

2011). SPEISMAN e cols (2013) propõem que esta melhora cognitiva ocorre devido a 

uma rápida aquisição e flexibilidade na utilização da informação espacial, por outro 

lado, BONACCORSI e cols. (2013) sugerem que a ação do AE acontece na 

consolidação da tarefa. Deste modo, a exposição ao AE tornou-se uma ferramenta 

potente na prevenção e tratamento de doenças neurodegenerativas como a doença 

de Alzheimer (BALTHAZAR et al., 2018; PRADO LIMA et al., 2018a) e seus efeitos 

não são restritos as alterações comportamentais, mas também a modificações 

bioquímicas, como a prevenção da formação de placas neuríticas (BALTHAZAR et al., 

2018; CRACCHIOLO et al., 2007). Ainda, a exposição ao AE conseguiu retardar o 

deterioramento cerebral em modelo animal da doença de Huntington (HOCKLY et al., 

2002; SKILLINGS; WOOD; MORTON, 2014). 

No que diz respeito à DP, apesar do número limitado de trabalhos, a exposição 

ao AE tem conseguido reverter os déficit  motores em diversos paradigmas 

(JUNGLING et al., 2017; STEINER et al., 2006) e tem apresentado um efeito 

neuroprotetor sobre aspectos morfológicos (BEZARD et al., 2003; FAHERTY et al., 

2005). Bezard e cols. (2003), demostraram que a exposição ao AE preveniu a perda 

de neurônios dopaminérgicos na SNc em modelo de administração aguda de MPTP, 

possivelmente pela depleção dos níveis de expressão do DAT no estriado. Da mesma 

forma, a exposição ao AE foi capaz de provocar uma recuperação significativa dos 

neurônios dopaminérgicos na SNc (GOLDBERG; HAACK; MESHUL, 2011). Em um 

trabalho anterior, nosso grupo de pesquisa verificou  que a exposição ao AE, em 

camundongos tratados com doses subcrônicas de MPTP, foi capaz de prevenir  

alterações motoras provocadas pela toxina, aumentou o turnover de DA e foi capaz 

de modular componentes do sistema colinérgico (HILARIO et al., 2016).  
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Figura 10:Representação esquemática do ambiente enriquecido. (NITHIANANTHARAJAH; 

HANNAN, 2006). 

2. JUSTIFICATIVA 

A doença de Parkinson (DP) é considerada a segunda enfermidade 

neurodegenerativa, com longa sobrevida, mais predominante no mundo. Estudos 

estimam que, em 2040, existam de 12 a 17 milhões de pessoas acometidas com a 

doença (RAY DORSEY et al., 2018). Essa enfermidade, manifesta-se a partir dos 40 

a 50 anos, comprometendo o indivíduo em sua fase produtiva. Os pacientes com DP 

requerem maiores cuidados médicos e frequentemente precisam faltar ao trabalho. 

Ainda, com a evolução da doença, perdem a capacidade de laborar e precisam de 

cuidadores, gerando custos governamentais elevados (YANG et al., 2020). 

Pacientes com a DP apresentam alterações motoras como tremor, bradicinesia, 

rigidez postural, que são características da doença (RADAD et al., 2015). Entretanto,  

também apresentam mudanças como ansiedade, depressão, déficits cognitivos, entre 

outras, que são conhecidas como sintomas não motores (SNM) (Para revisão 

TITOVA; CHAUDHURI, 2018). 

Atualmente o tratamento da DP tem como principal objetivo repor os níveis de 

dopamina (DA), os quais são  primariamente afetados na doença, (DICKSON et al., 

2009), através da L-DOPA ou levodopa, precursor da síntese de DA. Porém, o mesmo 

não tem se mostrado eficiente na intervenção das modificações não motoras ou 

muitas vezes as acentua (VAILLANCOURT et al., 2013).  
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A principal deficiência do tratamento com a L-DOPA é o desenvolvimento 

frequente da LID (MANSON; STIRPE; SCHRAG, 2012), além de não impedir a 

progressão da doença. Evidências sugerem que a LID é causada por uma disfunção 

na plasticidade neuronal no estriado, a qual é provocada por um desequilíbrio entre a 

sinalização do glutamato e dopamina (MELLONE; GARDONI, 2018). Dessa forma, a 

modulação dos receptores de glutamato pode ser uma estratégia para o tratamento 

da DP. Assim, a inibição ou modulação dos receptores de glutamato podem ser uteis 

para regular a excitabilidade neuronal exacerbada. Neste cenário, os moduladores 

alostéricos negativos (NAMs) do receptor mGlu5 também apresentam uma ação 

neuroprotetora sobre os distúrbios motores e  discinesias no tratamento convencional 

da DP (TISON et al., 2016) 

Neste contexto, a exposição ao ambiente enriquecido (AE) tem exibido um 

potencial efeito neuromodulador, sendo capaz de afetar o comportamento bem como 

provocar alterações a níveis moleculares e celulares. A exposição ao AE tem 

apresentado, tanto em humanos como em modelo animal, prevenção do 

envelhecimento (LEON; WOO, 2018),neuroproteção em doenças neurodegenerativas 

como a doença de  Alzheimer (PRADO LIMA et al., 2018a), doença de Huntington 

(NOVATI et al., 2018) e, sendo capaz de provocar alterações em diversos paradigmas 

cognitivos como no reconhecimento de objeto (SAKALEM et al., 2017), no labirinto 

aquático de Morris  (MWM, Morris water maze) (CORTESE et al., 2018) e no labirinto 

radial (SONG et al., 2020b) em modelos pré-clínicos. Dessa forma, o a exposição ao 

AE se apresenta como uma ferramenta promissora para a prevenção e/ou tratamento 

das alterações observadas na DP. 

Dessa forma, no presente estudo, investigamos aspectos comportamentais, 

moleculares e bioquímicos da doença de Parkinson focando tanto da prevenção 

quanto no tratamento da mesma utilizando estratégias não-farmacológicas (AE) e 

farmacológicas (NAM). Este trabalho foi dividido em dois capítulos. No capítulo 1 

foram investigados os efeitos da exposição a um AE sobre os aspectos cognitivos, 

bioquímicos e moleculares da DP focando no sistema colinérgico, uma vez que 

apenas um trabalho da literatura, realizado pelo nosso grupo, que investigou esse 

sistema na DP no modelo animal utilizado no presente estudo. Entretanto, em Hilário 

e cols., apenas investigaram papel desse sistema nos sintomas motores. No capítulo 

2 foi analisado o efeito do tratamento com o modulador alostérico negativo do receptor 
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mGlu5, o 2-cloro-4- ((2,5-dimetil-1- (4- (trifluorometoxi) fenil) -1H-imidazol- 4- yl) etinil) 

piridina (CTEP), nas possíveis mudanças motoras, cognitivas e bioquímicas da DP. 

Vale ressaltar que o CTEP é um NAM recentemente desenvolvido e ainda não existem 

na literatura estudos utilizando esse modulador no modelo da DP utilizado nesse 

estudo. 

 

 

 

 



47 
 

 

CAPÍTULO 1: Efeito da exposição ao Ambiente Enriquecido na prevenção das 

possíveis alterações cognitivas, bioquímicas e moleculares em animais 

tratados com a toxina parkinsoniana MPTP e sua interação com o sistema 

colinérgico 

3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral: Avaliar o potencial efeito da exposição ao ambiente enriquecido 

(AE) na prevenção de alterações cognitivas e bioquímicas induzidas pela droga 

parkinsoniana MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina) em camundongos 

C57Bl/6. 

3.2 Objetivos específicos 

• Avaliar se a exposição ao AE é capaz de prevenir as possíveis alterações 

cognitivas induzidas pelo MPTP:  

• na memória de referência;  

• na memória operacional;  

• na memória de curta duração no teste de reconhecimento.  

 

• Avaliar se a exposição ao AE é capaz de prevenir as possíveis alterações 

neuroquímicas induzidas pelo MPTP através da análise: 

• da expressão gênica do sistema colinérgico no hipocampo e córtex pré-

frontal;  

• da atividade da AChE, no hipocampo e córtex pré-frontal, nas condições 

descritas acima;  

• da expressão proteica da tirosina hidroxilase na parte compacta da 

substância negra. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Animais e droga 

4.1.1 Animais: 

Foram usados camundongos machos da linhagem C57Bl/6J (n=115) recém-

desmamados (10-15g), provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do 

Espírito Santo (UFES). Os animais foram mantidos em gaiolas com 3-6 animais - sob 

um ciclo claro-escuro de 12:12h, temperatura ≅ 23-24 °C, no Laboratório de 

Neurobiologia Molecular e Comportamental (LNMC- UFES) e receberam água e ração 

comercial adlibitum. Os experimentos realizados foram previamente aprovados pela 

comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal do Espírito Santo 

(CEUA/UFES) - protocolo de número (033/2019). 

4.1.2 Grupos experimentais: 

Os animais foram distribuídos aleatoriamente em quatro grupos, de acordo com 

o tratamento: 

• Ambiente Padrão / Veículo (APS): Animais mantidos em gaiola padrão e 

receberam salina.  

• Ambiente Enriquecido / Veículo (AES): Animais mantidos em gaiola de 

ambiente enriquecido e receberam salina. 

• Ambiente Padrão / MPTP (APMP): Animais mantidos em gaiola padrão e 

administrados com MPTP durante cinco dias. 

• Ambiente Enriquecido / MPTP (AEMP): Animais mantidos em gaiola de 

ambiente enriquecido e administrados com MPTP durante cinco dias. 

4.1.3 Modelo da DP 

A droga utilizada para promover a DP foi a toxina parkinsoniana MPTP. Ao 

frasco contendo a droga (Sigma aldrich,USA), foi acrescentado solução salina (NaCl 

0,9%) e armazenado  a -20 ºC de acordo com o fabricante. 
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Quarenta e um dias após o desmame os animais foram submetidos, durante 5 

dias consecutivos, a uma administração diária de solução MPTP (dose de 25mg/kg) 

ou solução salina via intraperitoneal (ip). A dose utilizada foi baseada em um estudo 

anterior do nosso laboratório, no qual foi demonstrado que a dose de 25 mg/kg foi 

capaz de provocar uma redução aproximada de 60% da dopamina no estriado em 

camundongos sem causar uma alta letalidade (HILARIO et al., 2016). 

4.1.4 Ambiente Enriquecido 

A exposição dos animais ao AE foi realizada em gaiolas (60x50x22 cm) 

contendo cinco tipos diferentes de brinquedos e uma casa miniatura. A casa e dois 

dos brinquedos (a roda giratória e o túnel) foram elementos presentes durante todo a 

experimentação, e os outros foram trocados semanalmente (HILARIO et al., 2016),  

(figura 11).  

 

Figura 11: Representação esquemática do Ambiente Enriquecido utilizado neste trabalho. 

4.2 Delineamento experimental  

Os animais dos grupos experimentais foram expostos a um ambiente 

enriquecido (AES e AEMP) ou não enriquecido (APS e APMP), com o objetivo de 

avaliar a prevenção da perda dos neurônios dopaminérgicos e seus efeitos cognitivos 

em um modelo murino da doença de Parkinson. A figura 12 mostra o delineamento 

experimental utilizado neste capítulo.  
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Figura 12:Representação esquemática do delineamento experimental capítulo 1: Prevenção das 

alterações cognitivas em modelo murino da DP. 

4.3 Testes cognitivos 

Todas as sessões dos testes cognitivos foram filmadas e analisadas pelo 

software AnyMaze®. 

4.3.1 Labirinto em Y 

4.3.1.1 Equipamento 

O Labirinto em Y foi construido de acrílico cinza com três braços idênticos (31 

x 30 x 6 cm) posicionados em ângulos iguais (Figura 13). 

 

 

 

Figura 13: Labirinto em Y. Equipamento comumente utilizado na avaliação da memória operacional, 

através da alternação espontânea do animal. 

4.3.1.2 Teste de memória operacional 

Para o teste os  animais foram colocados no final de um dos braço do labirinto 

Y e permitidos mover-se livremente através do labirinto em única sessão de 8 minutos. 
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A sequência das entradas em cada braço foi gravada para posteriores análises. O 

número de  Alternância foi definido como as entradas sucessivas nos três braços sem 

sobreposição das mesmas. A avaliação do desempenho dos animais foi medida 

através da Taxa de alternância: (Número de alternâncias/ Número total de entradas 

nos braços - 2) x 100 (CARMO et al., 2014; GONÇALVES et al., 2018). Também, 

foram analisados a distância percorrida e o número total de entradas nos braços. 

4.3.2 Labirinto aquático de Morris (MWM) 

4.3.2.1 Equipamento  

O MWM (figura 14) consiste em uma piscina circular de 90 cm de diâmetro por 

50 cm de altura de cor azul, contendo água e tinta (para tornar a água turva e assim 

impedir a visualização da plataforma). A área circular foi dividida em quatro 

quadrantes imaginários, e foram marcados os quatro pontos cardeais. Uma plataforma 

foi posicionada no quadrante sudeste,  (MORRIS, 1984). Em um dos quadrantes, foi 

posicionada - a 1 cm da superfície da água - uma plataforma submersa e para auxiliar 

na orientação espacial do animal foram colocadas pistas espaciais na parede da sala 

de experimentação. 

 

Figura 14: Labirinto aquático de Morris: 

(https://en.wikipedia.org/wiki/Morris_water_navigation_task, acessado novembro2020). 

4.3.2.2 Teste de memória de referência 

O experimento para avaliação de memória de referência constituída de uma sessão 

diária com quatro tentativas durante 4 dias. Cada uma consistia em colocar o animal 

na água (voltado para a parede da piscina), em cada um dos pontos cardeais 

https://en.wikipedia.org/wiki/Morris_water_navigation_task
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marcados. Então foi permitido ao animal nadar livremente durante 60 segundos, ou 

até que o mesmo encontrasse a plataforma de escape. Caso a plataforma não fosse 

encontrada em 60 segundos, o animal era gentilmente guiado pelo experimentador 

até a mesma, e nela permanecia por 10 segundos. A avaliação do desempenho dos 

animais foi feita através da medida da latência (intervalo de tempo desde o início da 

tentativa até que o animal encontre a plataforma), distância percorrida até achar a 

plataforma, velocidade média e a distância cumulativa (somatório das distâncias totais 

percorridas tanto na primeira quanto na quarta tentativa nas quatro sessões de 

aprendizagem). De acordo com Robinson e cols., o somatório das distâncias de todas 

as primeiras e últimas tentativas (quarta tentativa) podem ser consideradas como 

medidas de memória de longa e de curta duração, respectivamente ROBINSON et al. 

(2010). No quinto dia foi realizado o teste comprobatório (PROBE). Nesse teste, a 

plataforma foi removida e permitido que o animal nadasse livremente durante 120s, e 

foi avaliado o tempo de permanência do animal em cada quadrante (PIRES et al., 

2005). Após 24 horas do PROBE, os animais foram submetidos a uma nova sessão 

de memória de referência para evitar a extinção da tarefa. No dia seguinte iniciou-se 

o teste de memória operacional no MWM.  

4.3.2.3 Teste de memória operacional 

Neste teste, de forma semi-randômica a plataforma foi mudada de posição a 

cada sessão (figura 15). O teste consistiu de pelo menos cinco sessões, sendo que 

cada sessão diária foi constituída por cinco tentativas, em cada tentativa o animal foi 

liberado de um dos quatro pontos cardeais sendo o primeiro ponto repetido na quinta 

tentativa. Tanto a ordem das saídas como a plataforma foram mudadas ao longo das 

sessões. As tentativas foram executadas de maneira semelhante à memória de 

referência, porém, após a execução de cada tentativa o animal era mantido por 1 

minuto em uma caixa para ser submetido a próxima tentativa, até completar as 5 

tentativas diárias. Nesta tarefa é necessário que o animal atinja um critério de 

aprendizagem, determinado pela  capacidade do animal realizar a tarefa em um tempo 

inferior a 30 segundos nas últimas três tentativas da sessão durante 3 dias seguidos, 

(VARVEL, S. A; HAMM, R.J.; LICHTMAN, 2001, modificado). A avaliação do 

desempenho foi determinada pela medida da latência, distância percorrida até 

alcançar a plataforma e número de sessões para atingir o critério.  
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Figura 15: Representação das posições da plataforma ao longo das sessões do teste de 

memória operacional no MWM. O quadrado com a letra “P” representa a posição da plataforma usada 

nas sessões de memória de referência, a qual não foi utilizada nas sessões de de memória operacional. 

A exclusão dessa posição objetivou eliminar os componentes da tarefa de memória de referência 

(FRIELINGSDORF; THAL; PIZZO, 2006, modificado).  

4.3.3 Reconhecimento de objeto 

4.3.3.1 Equipamento  

Foram utilizadas duas caixas quadradas de acrílico (dimensões - 45x45x45 cm) 

com paredes branca e maravalha cobrindo o solo (Fig. 16A).   

4.3.3.2 Teste de reconhecimento de objeto (RO) 

Foi utilizado um grupo separado para a avaliação deste teste. Primeiramente 

os animais foram ambientados por três dias consecutivos a caixa sem objetos (figura 

16A). Nos dois primeiros dias a habituação consistiu em uma sessão de 20 minutos. 

No terceiro dia, para mimetizar a manipulação dos animais no dia do treino e teste, 

foram feitas duas seções de 10 minutos com um intervalo de 90 minutos entre elas. 

No quarto dia, iniciou-se a fase de treino, onde o animal foi colocado na caixa durante 

15 minutos para a exploração livre de dois objetos idênticos posicionados no centro e 

separados por pelo menos 15 cm (figura 16B). Após um intervalo de 90 minutos, o 

animal foi novamente introduzido na caixa - na qual um dos objetos foi substituído por 

um novo objeto não familiar - para a exploração dos objetos durante mais 5 minutos 

de acordo (FRERET et al., 2012b) (Fig. 16C). O desempenho dos animais foi avaliado 

pelo tempo de exploração do objeto novo e do objeto familiar, assim como do índice 

de discriminação (% do tempo de exploração do objeto novo no tempo total da 

exploração). O tempo de exploração é definido como o tempo em que o animal cheira 

ou toca o objeto com o nariz. O maior tempo de exploração do objeto novo em relação 

ao objeto familiar indica que o animal recorda a exposição prévia ao objeto, sendo um 
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indicativo de memória de reconhecimento (AKKERMAN et al., 2012). Para excluir 

possíveis alterações motoras ocasionadas pelo tratamento foi avaliada a distância 

percorrida. 

 

Figura 16: Reconhecimento de objeto. 

4.4 Testes bioquímicos 

4.4.1 Obtenção das amostras para análise bioquímicas 

Vinte e quatro horas após o término dos testes comportamentais, os animais 

foram eutanasiados por decapitação, e seus cérebros foram retirados e mantidos em 

gelo seco. O córtex pré-frontal, hipocampo e SNc de ambos hemisférios foram 

rapidamente dissecados alocados em eppendorf e armazenados a - 80°C até o 

momento das análises bioquímicas. 

4.4.2 Western blot 

Para a preparação do extrato proteico da SNc, os tecidos armazenados a -80°C 

foram descongelados e homogeneizados em um tampão de lise gelado, contendo 

coquetel de inibidores de protease na proporção de 1:10 (p/v) (Sigma-aldrich). Após 

uma centrifugação à 12.000g a 4 °C durante 20 min o sobrenadante foi coletado e o 

seu conteúdo proteico foi quantificado pelo método de Lowry (LOWRY et al. 1951). 

Amostras (60 µg de proteína) foram aplicadas em gel SDS-PAGE de concentração 

12% de acordo Laemmli (1970). Após eletroforese, as proteínas foram transferidas 

para membrana de nitrocelulose (Amersham, GE Healthcare, UK) sob uma tensão de 

24V a 4 °C overnight. Em seguida, as membranas foram bloqueadas por 1 hora, à 

temperatura ambiente, com TBST (137mM NaCl; 20mM Tris.HCl; pH 7,6; Tween0,1% 
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(v/v)) e 5% de leite desnatado, sob constante agitação mecânica. Posteriormente as 

membranas   foram incubadas com o anticorpo primário anti-TH a 4 °C overnight 

(1:1000) em TBST. A imunodetecção foi realizada por incubação da membrana com 

anticorpo secundário (anti-mouse 1:5000) por 1 hora, seguida de lavagens com TBST.  

Foi utilizada substância quimioluminescente (ECL Plus, AmershamTM, GE 

Healthcare, UK) para revelação das bandas imunorreativas pelo ChemiDoc (Bio-Rad). 

(TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 1979).  As imagens foram analisadas por meio do 

software ImageLab (Bio-rad). 

4.4.3. PCR quantitativo em tempo real (qPCR) 

O RNA total do hipocampo e do córtex pré-frontal foi extraído utilizando-se o 

método do Trizol (Sigma aldrich). Após a extração, o RNA foi tratado com DNase I 

(Sigma-Aldrich) para eliminação do DNA genômico. Para realização do PCR 

quantitativo (qPCR), a primeira cadeia de cDNA foi sintetizada utilizando-se iScript 

cDNA synthesis kit (Biorad, CA, USA) de acordo com as instruções do fabricante. Após 

a transcrição reversa, o cDNA foi submetido ao qPCR em um equipamento CFX96 

qPCR (Biorad, CA, USA) utilizando o kit iQSYBR Green Supermix (Biorad, CA, USA). 

Resumidamente, a amplificação foi realizada em um volume final de 10 µL contendo 

0,5 µL de cada primer (concentração inicial 10 µM), 5 µL de SYBR Green Supermix 

2X e 0,5µL de cDNA não diluído (concentração inicial 1000 ng/µL). Após o passo de 

desnaturação inicial (95oC, 2 minutos), foram realizados 40 ciclos de amplificação de 

acordo com os seguintes parâmetros: 95oC, 15s; anelamento, 60oC, 30s; amplificação. 

Para cada experimento, uma reação sem cDNA molde foi incluída (controle negativo). 

A análise da curva de “melting” dos produtos amplificados foi feita pelo esfriamento 

das amostras a 60oC e, em seguida, aumentando-se a temperatura até 95oC a uma 

taxa de incremento de 0,1 oC/s (HILARIO et al., 2016). A quantificação relativa da 

expressão gênica foi feita pelo método2-ΔΔCt utilizando a expressão do gene S12 para 

normalização dos dados. Os primers utilizados para a avaliação da expressão dos 

genes de interesse mostrados na tabela 1, foram desenhados utilizando o site da 

Integrate dDNA Technologies 

(IDT,http://www.idtdna.com/scitools/Applications/RealTimePCR/) e posteriormente foi 

realizado um BLAST para a confirmação da homologia e especificidade dos mesmos. 

Os primers utilizados apresentam-se listados na Tabela 1. 
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Tabela 1: Sequência de primers do sistema colinérgico e S12. 

Gene           Referência                Sequência                        Amplicon     Tm (◦C) 
                                                                                                              (bp) 

M1R 

 

NM_001112697.1 

 

F:TGG TTT CCT TCG TTC TCT GG 

R: GAG GAA CTG GAT GTA GCA CTG 

97 

 

       69 

       57 

α7NR NM_007390.3 F:AAA GAG CCAT ACC CAG ATG TC 

R: ATG AGC AGA TTG AGG CCA TAG 

77 58 

59 

CHAT NM_009891.2 F:CAA ATA AGT CAT AAA GGC AGA GGC 

R:CTC AAG GAA GAC TGT GCT ATG G 

140 

 

59 

60 

ACHE NM_001290010.1      F: GCG CCA CCG ATA CTC TGG ACG 

R:GGG TCC CCC AAG GGG TCA CA 

146 69 

71 

S12 NM_011295.6 F: GGA AGG CAT AGC TGC TGG 

R: CCT CGA TGA CAT CCT TGG 

122 58 

55 

4.4.4 Atividade da Acetilcolinesterase (AChE) 

A atividade da enzima AChE foi determinada no extrato proteico do córtex pré-

frontal e hipocampo seguindo o método  cinético - fotocolorimetrico descrito por 

ELLMAN et al. (1961) e modificado por PIRES et al. (2005) de acordo com reações 

mostradas na figura 17. Resumidamente, o tecido foi homogeneizado em tampão 

fosfato 0,1 M (pH 8,2) e 1% de Triton (Triton X-100) (v/v) gelado na proporção de 1:50 

(p/v) com um potter e mantido no gelo. O homogenato foi centrifugado a 7800g por 5 

minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C para a 

quantificação do conteúdo proteico e atividade enzimática (no máximo 1 mês).  

Para dosagem da atividade enzimática da AChE foram utilizados 135µL do 

sobrenadante, 35µL de ácido ditio bisnitrobenzóico 5mM (DTNB), 10µL de 

acetiltiocolina 75mM (ATCh) e 850 µL de tampão fosfato 0,1M (pH 8,2) e 1% de Triton 

(Triton X-100) (v/v).  A intensidade do produto formado foi detectada pela absorbância 

a 412 nm, registradas por 120 segundos em intervalos de 10 segundos usando 

espectrofotômetro de registro (UV-160A Shimadzu). Todas as amostras foram 

preparadas em duplicatas. A atividade foi expressa em μM de acetiltiocolina 

hidrolisada por hora por miligrama de proteína. Os níveis de proteína foram medidos 

pelo método de Lowry (1951). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=255003791
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Figura 17: Método de dosagem da atividade da Acetilcolinesterase. Substrato utilizado – 

acetiltiocolina - o qual é hidrolisado pela AChE em acetato e tiocolina. A tiocolina reage com o íon 

ditiobinistrobenzoato (DTNB), produzindo um cromóforo de cor amarela, que absorve em 412nm.  

4.5 Análise Estatística 

Todas as análises bioquímicas e avaliações comportamentais foram expressas 

como média ± erro padrão da média (EPM). Para a análise dos dados 

comportamentais (MWM, labirinto em Y e reconhecimento de objeto) foi empregada a 

análise de variância (ANOVA) de duas vias com ou sem medidas repetidas, 

dependendo do teste, seguida de teste post-hoc de Bonferroni. Para as análises 

bioquímicas e moleculares, foi utilizada a análise de variância (ANOVA) de duas vias 

seguida do teste post-hoc de Bonferroni. O nível de significância considerado foi 

p<0,05 e as amostras classificadas outlier foram retiradas das análises. Foi utilizado 

o software GraphPadPrism® versão 8.0 tanto para as análises estatísticas quanto 

para a confecção dos gráficos.  

5. RESULTADOS  

5.1 Parâmetros Cognitivos 

5.1.1 Memória operacional no labirinto em Y 

Após um período de estabilização da lesão (72 horas) causada pela toxina 

MPTP os animais foram submetidos ao labirinto em Y para avaliação da memória 

operacional através da alternação espontânea. Não foi possível verificar um efeito da 

neurotoxina MPTP [F (1,64) =0,2841; p= 0,5959] e da exposição ao AE [F (1,64) 

=3,259; p=0,0757] sobre a mesma (figura 18A), sugerindo que nem a toxina MPTP e 

nem a exposição ao AE provocam alterações na memória operacional examinada por 

esse paradigma. Além disso, os animais AEMP apresentaram uma tendência ao 
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melhor desempenho em relação aos APMP, porém não foi estatisticamente 

significante (p=0,0763). Em relação a distância percorrida e o número de entradas nos 

braços (figura 18B e 18C), observamos um efeito da exposição ao AE ([F(1,64)=5,924; 

p=0,0177] e [F(1,64)=4,702; p=0,0338]) e  tratamento com MPTP ([F(1,64)=9,533; 

p=0,003] e [F(1,64)=9,253; p=0,0034]),  respectivamente, sobre os parâmetros 

assinalados anteriormente. Assim, os animais tratados com MPTP mostraram uma 

predisposição ao aumento dos mesmos, enquanto a exposição ao AE exibiu o efeito 

contrário, apesar de somente ser estatisticamente significante entre os grupos AES e 

APMP (p<0,05).  

 

Figura 18: Desempenho da Memória operacional no labirinto em Y. Média ± EPM da alternação 

espontânea (Painel A); distância percorrida (Painel B) e número de entradas nos braços (Painel C). 

Análise de variância (ANOVA) de duas vias seguida pelo teste post-hoc Bonferroni. Ambiente padrão 

salina (APS), ambiente padrão MPTP (APMP), ambiente enriquecido salina (AES), ambiente 

enriquecido MPTP (AEMP). **p<0,01. 
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5.1.2 Memória de referência no MWM 

Observamos que todos os animais apresentaram uma diminuição da latência 

[F(3,153)=52,4; p<0,0001] e da distância percorrida [F(3,153)=65,85; p<0,0001]  para 

encontrar a plataforma de escape ao longo das quatro sessões sugerindo que os 

mesmos aprenderam a tarefa (Figura 19A e 19B, respectivamente). Em relação à 

sessão diária, detectamos que o tratamento com MPTP afetou o desempenho 

espacial no primeiro dia do labirinto [F(1,51)=6,152; p=0,0165] e [F(1,51)=12,34; 

p=0,0009]. Além disso, foi possível constatar que os animais do grupo AES 

apresentarem um melhor desempenho durante a primeira sessão nos parâmetros 

mencionados acima [F(3,51)= 6,397; p=0,0009] e [F(3,51)=8,907; p=<0,0001] 

respectivamente, entretanto não houve interação entre os tratamentos (p>0,05). Esta 

melhora no desempenho provocado pelo ambiente enriquecido, também foi verificado 

na distância cumulativa percorrida da tentativa 1 [F(1,51); 5,987; p=0,0179)] mas não 

na distância acumulativa percorrida da tentativa 4 (p>0,05) (Figura 20A e 20B, 

respectivamente) sugerindo que o ambiente enriquecido tem um potencial facilitador 

na aprendizagem de tarefas espaciais. Com a finalidade de descartar que as 

mudanças comportamentais observadas sejam decorrentes de alterações motoras 

analisamos a velocidade média ao longo das sessões, assim observamos que os 

animais do ambiente enriquecido apresentam uma menor velocidade média em 

relação aos animais do ambiente padrão [F(1,51)=22,28; p<0,0001) (Figura 21), 

sugerindo que as modificações comportamentais observadas no grupo APMP são  

decorrentes de alterações cognitivas e não motoras.  

Por outro lado, apesar dos animais APMP aprenderem a tarefa, o que foi 

constatado com a diminuição da latência e distância percorrida (Figura 18), eles não 

conseguem lembrar onde a plataforma de escape encontrava-se anteriormente no 

teste comprobatório (Figura 22), visto que estes animais exploraram de forma 

semelhante o quadrante alvo em relação ao quadrante oposto (p>0,9999).  Entretanto, 

os animais do grupo AEMP passaram significativamente mais tempo do quadrante 

alvo em relação ao quadrante oposto (p<0,0001), o que indica o potencial preventivo 

da exposição ao AE no prejuízo cognitivo provocado pelo MPTP no modelo de 

Parkinson. As melhoras cognitivas provocadas pela exposição ao AE também foram 

constatadas no aumento do tempo de exploração do quadrante alvo dos animais AE 

em relação ao APMP no teste comprobatório [F(3,51)=4,41; p=0,0078]. Esta melhora 
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não deve estar associado com uma diminuição na flexibilidade cognitiva, pois, 

avaliamos o índice de extinção comportamental e não foi possível observar uma 

diferença estatística entre os grupos [F(1,49)=0,6807; p=0,4134] (Figura 23). Este 

parâmetro é calculado através da razão do tempo de exploração do quadrante alvo 

do primeiro minuto em relação a mesma no segundo minuto no teste comprobatório 

(PIRES et al., 2005).   
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Figura 19: Desempenho dos animais durante a aprendizagem. Média ± EPM da latência (painel A) 

e distância percorrida (painel B) para encontrar a plataforma de escape. Análise de variância (ANOVA) 

de duas vias com medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc Bonferroni. Ambiente padrão salina 

(APS), ambiente padrão MPTP (APMP), ambiente enriquecido salina (AES), ambiente enriquecido 

MPTP (AEMP).# Diferença do grupo AES em relação aos outros grupos. Efeito da toxina MPTP (a) e 

do ambiente (b) na sessão.  

 

 

 

 



61 
 

 

APS
 (n=14)

APMP
(n=12)

AES
 (n=16)

AEMP
 (n=13)

0

10

20

30

40

S
o

m
a
tó

ri
o

 d
is

tâ
n

c
ia

 (
m

)

*

APS 
(n=14)

APMP
 (n=12)

AES 
(n=16)

AEMP
 (n=13)

0

10

20

30

S
o

m
a
tó

ri
o

 d
is

tâ
n

c
ia

 (
m

)

A B

Figura 20: Distância cumulativa percorrida. Média ± EPM distância cumulativa da tentativa 1 (painel 

A) e da tentativa 4 (painel B). Análise de variância (ANOVA) de duas vias seguida pelo teste post-hoc 

Bonferroni. Ambiente padrão salina (APS), ambiente padrão MPTP (APMP), ambiente enriquecido 

salina (AES), ambiente enriquecido MPTP (AEMP). *p<0,05. 
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Figura 21: Velocidade média ao longo das sessões. Média ± EPM. Análise de variância (ANOVA) 

de duas vias seguida pelo teste post-hoc Bonferroni. Ambiente padrão salina (APS), ambiente padrão 

MPTP (APMP), ambiente enriquecido salina (AES), ambiente enriquecido MPTP (AEMP). **p=0,0098; 

***p=0,0008. 
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Figura 22:Desempenho dos animais no Teste comprobatório. Média ± EPM do tempo despendido 

nos quadrantes alvo e oposto. Análise de variância (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas 

seguida pelo teste post-hoc Bonferroni. Ambiente padrão salina (APS), ambiente padrão MPTP 

(APMP), ambiente enriquecido salina (AES), ambiente enriquecido MPTP (AEMP). # diferença em 

relação ao APMP. *p=0,0144; ***p=0,0001; ****p<0,0001. 
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Figura 23: Índice de extinção. Média ± SEM da razão do tempo despendido no primeiro e segundo 

minuto no quadrante alvo. Análise de variância (ANOVA) de duas vias seguida pelo teste post-hoc 

Bonferroni. Ambiente padrão salina (APS), ambiente padrão MPTP (APMP), ambiente enriquecido 

salina (AES), ambiente enriquecido MPTP (AEMP). 

5.1.3 Memória operacional no MWM 

Após o teste comprobatório da memória espacial de referência, os animais 

foram treinados de maneira semelhante às sessões de aprendizagem com a finalidade 

de lembrar o objetivo da tarefa (achar a plataforma de escape). No dia seguinte os 
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animais iniciaram o teste de memória operacional, no qual a posição da plataforma 

muda a cada sessão.  Observamos que todos os animais são capazes de aprender a 

tarefa visto que todos atingem o critério de aprendizagem e, apresentaram uma 

diminuição da latência [F(4,204)=13,16; p<0,0001] e da distância percorrida 

[F(4,204)=15,91; p<0,0001] até achar a plataforma submersa ao longo das sessões 

(figura 24A e 24B, respectivamente). Não foi possível verificar diferença estatística 

entre os tratamentos (p>0,05), o que está de acordo com nossos dados relativos ao 

somatório das distâncias percorridas na quarta tentativa, a qual é uma estratégia de 

avaliação da memória de curta duração. Em relação ao número de tentativas para 

atingir o critério, também não observamos diferença entre os grupos [F(1,51)=0,2725; 

p=0,6039] (figura 25). 
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Figura 24:Desempenho dos animais durante o teste de memória operacional. Média ± EPM da 

latência (painel A) e distância percorrida (painel B) para encontrar a plataforma de escape. Análise de 

variância (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc Bonferroni. 
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Ambiente padrão salina (APS), ambiente padrão MPTP (APMP), ambiente enriquecido salina (AES), 

ambiente enriquecido MPTP (AEMP). 
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Figura 25: Número de sessões para atingir o critério de aprendizagem. Média ± EPM do número 

de sessões. Análise de variância (ANOVA) de duas vias seguida pelo teste post-hoc Bonferroni. 

Ambiente padrão salina (APS), ambiente padrão MPTP (APMP), ambiente enriquecido salina (AES), 

ambiente enriquecido MPTP (AEMP). 

5.1.4 Memória de Reconhecimento de Objeto 

Foi realizado um grupo diferente para avaliação da memória de reconhecimento 

de objeto. Após 96 horas da última injeção com o MPTP foi iniciada a habituação do 

RO. Foram excluídos do teste animais que apresentaram exploração inferior a 15 

segundos (LEGER et al., 2013). Na habituação avaliamos a distância percorrida pelos 

animais nos primeiros 5 minutos de cada sessão com a finalidade de avaliar as 

possíveis alterações motoras (Figura 26). Observamos um efeito do tempo ao longo 

das sessões Nas sessões 2 e 3 da habituação foi observado um efeito somente do 

ambiente em relação a distância percorrida ([F(1,34)=22,41; p<0,0001] e [F(1,34)= 

7,402; p=0,0102], respectivamente), sugerindo que a exposição a um ambiente 

enriquecido diminui a exploração do aparato após a primeira habituação, onde não foi 

evidenciado o efeito do ambiente na distância percorrida [F(1,34)=1,964; p=0,1701].  
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Figura 26: Habituação da memória de reconhecimento de objeto.  Média ± EPM da distância 

percorrida pelos animais. Painel A: na sessão de habituação 1; Painel B: na sessão de habituação 2; 

Painel C: na sessão de habituação 3. Análise de variância (ANOVA) de duas vias seguida pelo teste 

post-hoc Bonferroni. Ambiente padrão salina (APS), ambiente padrão MPTP (APMP), ambiente 

enriquecido salina (AES), ambiente enriquecido MPTP (AEMP).*p=0,0123; **p=0,0012. 

No treino (Figura 27), os animais exploram os dois objetos de maneira 

semelhante [F(1,34)=0,025; p=0,8750]  mostrando que não há preferência do animal 

por nenhuma localização na caixa (Figura 27A). Além disso, o tempo de exploração 

total dos objetos foi semelhante (p>0,05), entretanto, houve um efeito do ambiente na 

distância percorrida [F(1,34)=36,86; p<0,0001] (Figura 27B e 27C, respectivamente).  
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Figura 27: Treino da memória de reconhecimento de objeto.  Média ± EPM do tempo de exploração 

dos objetos (Painel A), do tempo de exploração total dos objetos (Painel B) e da distância percorrida 

(Painel C).  Análise de variância (ANOVA) de duas vias seguida pelo teste post-hoc Bonferroni. 

Ambiente padrão salina (APS), ambiente padrão MPTP (APMP), ambiente enriquecido salina (AES), 

ambiente enriquecido MPTP (AEMP).**p=0,0071; ****p<0,0001. 

No teste, o qual foi executado após 90 minutos do treino observamos uma 

diferença de exploração entre o objeto novo e familiar [F(1,34)=11,40; p=0,0019] 

indicando que os animais reconhecem o objeto familiar em relação ao objeto novo 

(Figura 28A), porém no teste de múltiplas comparações de Bonferroni o valor não foi 

significativo para nenhum grupo (p>0,05), possivelmente pela variação interna dos 

grupos ou pelo número diminuído de animais para este teste comportamental o qual 

variou entre 8 a 11 animais após análises. Além disso, foi analisado o índice de 

reconhecimento de objeto (Figura 28B), no qual não foi evidenciado o efeito da 

exposição ao AE ou do MPTP no desempenho dos animais ([F(1,34)= 3,495; 

p=0,0702] e [F(1,34)=1,375; p=0,2492], respectivamente). A exposição ao ambiente 

enriquecido também afetou a distância percorrida no teste [F(1,34)=16,61; p=0,0003] 

sem afetar o tempo de exploração total aos objetos [F(1,34)=0,2855; p=0,5966] 
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(Figura 28C e 28D, respectivamente). Assim, podemos sugerir que todos os grupos 

discriminam o objeto novo do familiar, como mostrado pelo tempo de exploração do 

novo em relação ao familiar e o índice de reconhecimento. 
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Figura 28:Teste da memória de reconhecimento de objeto.  Média ± EPM do tempo de exploração 

do objeto novo e familiar (Painel A), do índice de discriminação (Painel B), da distância percorrida 

(Painel C) e tempo de exploração total (Painel D).  Análise de variância (ANOVA) de duas vias seguida 

pelo teste post-hoc Bonferroni. Ambiente padrão salina (APS), ambiente padrão MPTP (APMP), 

ambiente enriquecido salina (AES), ambiente enriquecido MPTP (AEMP). *p=0,042; **p=0,0041. 

5.2 Parâmetros Bioquímicos 

5.2.1 Expressão proteica da Tirosina Hidroxilase na SNc  

 Com o objetivo de confirmar a morte dos neurônios dopaminérgicos pela toxina 

MPTP realizamos um Western blot na SNc para TH (figura 29). Observamos uma 

diminuição proteica de aproximadamente 50% nos níveis de TH nos animais tratados 

com MPTP [F(1,12)=45,44; p<0,0001], a qual não foi revertida pela exposição  ao AE 

[F(1,12)=0,5171; p=0,4859].  
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Figura 29: Expressão proteica da Tirosina hidroxilase na parte compacta da substância negra. 

Média ± EPM da porcentagem do nível proteico da TH normalizado pelo GAPDH. Análise de variância 

(ANOVA) de duas vias seguida pelo teste post-hoc Bonferroni. Ambiente padrão salina (APS), ambiente 

padrão MPTP (APMP), ambiente enriquecido salina (AES), ambiente enriquecido MPTP (AEMP). 

*p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001. 

5.2.2 Expressão gênica do sistema colinérgico  

Em busca de compreender melhor os efeitos da toxina parkinsoniana MPTP 

sobre o sistema colinérgico, avaliamos a expressão gênica de alguns componentes 

do mesmo no hipocampo e córtex pré-frontal, por qPCR. Avaliamos a expressão dos 

receptores alfa 7 e M1 e as enzimas de síntese e degradação (ChAT e AChE, 

respectivamente). No hipocampo (figura 30), não observamos diferença significativa 

em nenhum parâmetro avaliado (p>0,05), assim como, não houve efeito do tratamento 

com a toxina MPTP e/ou a exposição ao AE sobre estes (p>0,05).  
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Figura 30: Expressão relativa de mRNA do sistema colinérgico no hipocampo. Os dados foram 

normalizados pelo gene S12 e apresentados como media ± EPM da porcentagem de expressão do 

receptor alfa 7 e M1, enzima colina acetiltransferase (ChAT) e acetilcolinesterase (AChE). Análise de 

variância (ANOVA) de duas vias. Ambiente padrão salina (APS), ambiente padrão MPTP (APMP), 

ambiente enriquecido salina (AES), ambiente enriquecido MPTP (AEMP). 

Em relação ao córtex pré-frontal (figura 31), verificamos uma influência da 

exposição ao ambiente enriquecido sobre os níveis do receptor alfa 7 [F(1,19)=5,830; 

p=0,0260] ocasionando um aumento dos mesmos, entretanto após o post-hoc de 

Bonferroni, esta diferença não foi significativa entre os grupos salina  (p=0,0967) e os 

tratados com MPTP (p=0,3796). Além disso, a exposição ao AE também influenciou 

a expressão da enzima AChE [F(1,18)=9,673; p=0,006] apresentando uma diferença 

entre os animais do grupo AES em relação ao APS (p=0,032). Não houve diferença 

entre os grupos na avaliação da expressão gênica do receptor M1 e a enzima ChAT 

no córtex pré-frontal (p>0,05). 
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Figura 31: Expressão relativa de mRNA do sistema colinérgico no córtex pré-frontal. Os dados 

foram normalizados pelo gene S12 e apresentados como media ± EPM da porcentagem de expressão 

do receptor alfa 7 e M1, enzima colina acetiltransferase (ChAT) e acetilcolinesterase (AChE). Análise 

de variância (ANOVA) de duas vias seguida pelo teste post-hoc Bonferroni. Ambiente padrão salina 

(APS), ambiente padrão MPTP (APMP), ambiente enriquecido salina (AES), ambiente enriquecido 

MPTP (AEMP).*p=0,0320. 

5.2.3 Determinação da atividade enzimática da acetilcolinesterase 

Como observamos uma alteração dos níveis de RNA mensageiro (RNAm) da 

enzima AChE no córtex pré-frontal, decidimos avaliar se essa alteração na expressão 

gênica era refletida na sua atividade nesta região e no hipocampo e, para isso, 

realizamos o ensaio cinético da mesma. Não observamos alteração significativa da 

atividade enzimática entre os grupos, nem efeito do tratamento com MPTP ou da 

exposição ao AE, em nenhuma das duas regiões estudadas (p>0,05) (Figura 32). 

Esses dados mostram que, mesmo com o nível de RNAm aumentado no córtex pré-

frontal, a atividade da enzima permaneceu inalterada. 
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Figura 32: Atividade enzimática da acetilcolinesterase no hipocampo e córtex pré-frontal. 

Média±EPM da atividade da acetilcolinesterase em μmoles de acetiltiocolina hidrolizados /hora/mg de 

proteína. Análise de variância (ANOVA) de duas vias. Ambiente padrão salina (APS), ambiente padrão 

MPTP (APMP), ambiente enriquecido salina (AES), ambiente enriquecido MPTP (AEMP).  

6. DISCUSSÃO 

Prejuízos cognitivos na doença de Parkinson são frequentes, apresentando-se 

em 30 a 60% dos pacientes (KATUNINA; TITOVA, 2017; MONASTERO et al., 2018). 

Esses danos aparecem desde estágios iniciais ou precedem o diagnóstico da doença 

e progridem rapidamente (PIGOTT et al., 2015; SANTANGELO et al., 2015), se 

manifestam de diversas formas, sendo classificados por domínios, como memória, 

atenção, linguagem, funções visuoespaciais e executivas (LAWRENCE; GASSON; 

LOFTUS, 2016), dificultando seu melhor entendimento. Neste contexto, sabe-se que 

a exposição ao AE atua como uma estratégia não-farmacológica neuroprotetora em 

doenças neurodegenerativas através de adaptações bioquímicas e comportamentais 

(CHO; KANG, 2020; SILVA et al., 2020; WEI et al., 2020). Além disso, o  AE é 

amplamente usado na modificação de processos cognitivos (MORA-GALLEGOS et 

al., 2015; OHLINE; ABRAHAM, 2019; SALE, 2018). Deste modo, nosso objetivo foi 

avaliar se a exposição ao AE previne os possíveis comprometimentos cognitivos em 

um modelo murino da DP e se os mesmos estavam associados com alterações do 

sistema colinérgico. Verificamos que a toxina parkinsoniana MPTP provocou prejuízo 

na memória de referência espacial sem afetar a memória operacional e de curta 

duração, embora, não afetou nenhum dos parâmetros colinérgicos avaliados neste 

trabalho. Além disso, a exposição ao ambiente enriquecido não somente preveniu as 

alterações cognitivas induzidas neste modelo como também provocou uma melhora 
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cognitiva em relação ao controle, e incrementou a expressão gênica do receptor alfa 

7 no córtex pré-frontal, o qual pode estar relacionado com o benefício cognitivo 

apresentado por nós neste trabalho.  

O MPTP causa características neuroquímicas e imuno-histológicas muito 

semelhantes às dos pacientes com DP, sendo portanto um recurso útil para estudar 

os mecanismos neurodegenerativos relevantes para a doença (HUANG et al., 2017, 

2018; SCHILDKNECHT et al., 2017), embora existam muitas divergências nos 

resultados comportamentais utilizando a mesma, como discutiremos a seguir.   

Dentre os danos cognitivos observados nos pacientes com DP os relacionados 

com as tarefas executivas e memória operacional  são os mais comuns e estão 

presentes nos estágios iniciais (LAWRENCE; GASSON; LOFTUS, 2016; PEREIRA et 

al., 2015). No intuito de examinar este domínio intelectual usamos o labirinto em Y em 

uma única sessão de 8 min., sendo assim um teste simples, com baixo manuseio 

animal e com poucos fatores estressores, visto que utiliza a curiosidade inata do 

animal para explorar ambientes desconhecidos (DEACON; RAWLINS, 2006; 

KRAEUTER; GUEST; SARNYAI, 2019). Além disso, apresenta poucas variações no 

protocolo facilitando a sua reprodutibilidade.  Não observamos diferenças entre os 

grupos na alternância espontânea apesar de haver uma tendência ao melhor 

desempenho nos animais do grupo AE, como mostrado pela análise estatística. 

Diversos modelos da doença de Parkinson têm evidenciado uma diminuição na 

alternância  após o uso da toxina (AMIN; HASSAN; RASHED, 2018; LI et al., 2011; 

YADAV; PANDEY; SINGH, 2017), enquanto outros não mostraram a mesma (COSTA; 

SIMOLA; MORELLI, 2014; KIM et al., 2015; MORIGUCHI; YABUKI; FUKUNAGA, 

2012). Os protocolos empregados pelos autores supracitados são semelhantes ao 

nosso na maioria das vezes, uma vez que não realizaram uma exposição prévia ao 

aparato. Entretanto existem divergências com relação a linhagem do animal, dose da 

toxina e sexo dos animais (AMIN; HASSAN; RASHED, 2018; KIM et al., 2015; YADAV; 

PANDEY; SINGH, 2017, respectivamente) os quais podem estar intimamente 

relacionados com as discordâncias observadas. Em consonância com isto, Moriguchi 

e cols utilizando o mesmo esquema de administração da toxina, sexo e linhagem dos 

animais do nosso estudo, não revelaram decréscimo na alternação espontânea 

avaliada na 1ª, 2ª, 3ª e 4ª semanas após a última administração da droga 

(MORIGUCHI; YABUKI; FUKUNAGA, 2012).  Também, os animais não apresentaram 
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alteração no número de braços visitados, em desacordo com nossos achados que 

mostram que o MPTP possui um efeito sobre este parâmetro, entretanto no nosso 

estudo o labirinto em Y foi executado com um intervalo de 3 dias ao invés de 7 dias 

da última administração da toxina. Além disso, verificamos um efeito da toxina sobre 

a distância percorrida, isto está em concordância com dados prévios do nosso 

laboratório, nos quais animais tratados com MPTP apresentaram uma hiperlocomoção 

após três dias da última administração da toxina (HILARIO et al., 2016). Ainda,  Zhang 

e cols. sugerem que este efeito pode ser resultado de uma ação compensatória da 

depleção dopaminérgica inicial (ZHANG et al., 2017).  

O AE tem se mostrado eficiente na modificação dos déficits apresentados nesta 

tarefa em modelo animal de envelhecimento (HE et al., 2017), demência vascular 

(PARK et al., 2017) e na doença de Alzheimer (PRADO LIMA et al., 2018), embora, 

outros autores não verificaram o mesmo efeito  (COTEL et al., 2012). Além disso, um 

trabalho anterior de nosso laboratório também não verificou melhora cognitiva do 

grupo ambiente enriquecido em relação ao grupo controle em modelo animal de 

acidente vascular encefálico (GONÇALVES et al., 2018).  

No presente estudo, o labirinto aquático de Morris foi utilizado para avaliar tanto 

a memória espacial de referência quanto a operacional. Deste modo, esta ferramenta 

pode ser empregada no estudo de diversos paradigmas cognitivos além dos citados 

anteriormente, como a memória de recuperação, reversão e função sensório-motora 

(VORHEES; WILLIAMS, 2006; WEITZNER et al., 2015). Nossos resultados 

mostraram que o MPTP e a exposição ao ambiente enriquecido apresentaram um 

efeito sobre o tempo e distância percorrida para achar a plataforma de escape na 

primeira sessão da curva de aprendizagem, entretanto, este não persistiu ao longo 

das sessões. Ainda, o grupo APMP revelou comprometimento na recuperação da 

memória no teste comprobatório, visto que exploraram de maneira semelhante o 

quadrante alvo e o oposto, estes efeitos foram revertidos pelo ambiente enriquecido. 

Na literatura, já foi descrito que o MPTP é capaz de induzir um aumento no tempo 

para achar a plataforma de escape em relação aos animais controle (IGGENA et al., 

2019; WANG et al., 2018) e diminui o tempo de exploração do quadrante alvo no teste 

comprobatório (DEGUIL et al., 2010; TANG et al., 2020; YUAN et al., 2018). Por outro 

lado, alguns trabalhos não observaram alteração na curva de aprendizagem 

(POTHAKOS; KURZ; LAU, 2009; PREDIGER et al., 2006), sem a realização do teste 
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comprobatório. Além disso, há autores que somente viram modificações neste último 

parâmetro  (LUCHTMAN; MENG; SONG, 2012). Dentre os variados fatores que 

influenciam as ações do MPTP, podemos citar o intervalo entre a última administração 

com MPTP e a execução do teste (KLEIN et al., 2016). Neste estudo foram analisados 

os efeitos de curto e longo prazo do exercício sobre a memória de referência, 

utilizando 10 ou 28 dias de exercício respectivamente, com isto, o tempo após a última 

administração do MPTP variou de 14 para 32 dias. Os autores verificaram que, o 

tratamento com a toxina causou um ligeiro incremento na latência no primeiro dia de 

treino sem interferir o teste comprobatório no componente que avalia a memória de 

curta duração. Entretanto, no que se refere ao componente de longa duração, foram 

evidenciadas alterações unicamente no teste comprobatório.  Ademais, nesse estudo, 

foi constatado apenas um decréscimo nos níveis de dopamina no hipocampo desses 

animais sugerindo que os danos cognitivos são acentuados com a progressão da 

doença (KLEIN et al., 2016). Ainda, dando suporte a diversidade de resultados obtidos 

no labirinto aquático, Tang e cols. (2017), após a realização do labirinto aquático de 

Morris separaram os animais tratados com MPTP em dois grupos: animais 

parkinsonianos sem prejuízo (PDCN) e animais parkinsonianos com prejuízo cognitivo 

leve (PD-MCI) usando o tratamento crônico com MPTP, indicando que nem todos os 

animais desenvolvem alterações cognitivas (TANG et al., 2017), também alguns 

autores mostram que o tratamento crônico apresenta uma maior extensão nas 

alterações bioquímicas em comparação aos tratamentos agudos e subcrônico 

(MEREDITH; RADEMACHER, 2011; MUÑOZ-MANCHADO et al., 2016).   

Em relação à memória operacional utilizando o labirinto aquático, não 

observamos diferença entre os grupos em nenhum dos parâmetros avaliados. O 

protocolo de memória de operacional utilizado por nós foi diferente ao empregado por 

alguns autores, os quais observaram prejuízo nesta tarefa (DEGUIL et al., 2010; 

FERRO et al., 2007; PREDIGER et al., 2006). Nestes estudos, os animais foram 

treinados com quatro tentativas durante quatro dias e a plataforma foi trocada de 

posição a cada sessão diária, estes animais não foram previamente treinados para 

análise da memória de referência. Esse pré-treino na memória de referência espacial 

pode ter prevenido o efeito do MPTP. Sabe-se que o pré-treino melhora o 

desempenho em tarefas cognitivas (ALARCON et al., 2020; PIRES et al., 2005), assim 
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como, a prática cognitiva é capaz de reverter o comprometimento cognitivo leve em 

pacientes (DUFF et al., 2008; HILL et al., 2017).    

Por outro lado, nossos dados evidenciam que os animais expostos ao ambiente 

enriquecido apresentaram um desempenho superior tanto na aquisição da tarefa 

quanto na retenção da memória de referência, o que indica que a exposição ao AE 

melhora as habilidades cognitivas de camundongos no labirinto aquático de Morris 

(GARTHE; ROEDER; KEMPERMANN, 2016). Além disso, a exposição ao AE tem 

revelado seu potencial no tratamento cognitivo da Alzheimer (BLÁZQUEZ et al., 2014; 

PRADO LIMA et al., 2018a), lesão intracraniana (PASSINEAU; GREEN; DIETRICH, 

2001; RADABAUGH et al., 2016), Doença de Huntington (SKILLINGS; WOOD; 

MORTON, 2014), isquemia cerebral (GONÇALVES et al., 2018), esclerose múltipla 

(SILVA et al., 2020), entre outros. Contudo há escassos relatos do mesmo em modelo 

pré-clínico utilizando o MPTP, sendo que os sintomas motores foram avaliados na 

maioria dos estudos (Para revisão JUNGLING; REGLODI; TAMAS, 2018). Yuan et al. 

(2018) mostraram que a exposição ao AE durante três meses provocou uma melhora 

cognitiva tanto na curva de aprendizagem quanto no teste comprobatório, e reverteu 

os prejuízos ocasionados pelo tratamento agudo com a toxina (YUAN et al., 2018). 

Outros estudos,  verificaram os benefícios da atividade física voluntária na redução do 

dano cognitivo causado pela toxina sobre a curva de aprendizagem no labirinto 

aquático (IGGENA et al., 2019; KLEIN et al., 2016).  

Por fim, foi realizado o teste de reconhecimento de objeto avaliando a memória 

de curta duração, o qual é baseado na predisposição natural dos roedores à 

exploração espontânea do objeto novo em relação ao familiar (ENNACEUR; 

DELACOUR, 1988; RENÉ MISSLIN; ROPARTZ1, 1981). Apesar da simples execução 

o uso de diferentes abordagens metodológicas dificulta a comparação entre os 

estudos e, ainda, estas variações podem depender da linhagem, ciclo estral, 

condições do intervalo entre treino e teste, manipulação prévia do animal e habituação 

ao aparato (LEGER et al., 2013; OKUDA; ROOZENDAAL; MCGAUGH, 2004; VAN 

GOETHEM et al., 2012). 

A fase de habituação foi feita com a finalidade de amenizar o estresse 

ocasionados pelo novo ambiente (BESHEER; BEVINS, 2000). Nesta, observamos 

uma diminuição na distância percorrida nos animais expostos ao ambiente 

enriquecido, em consonância com outros trabalhos que mostraram uma minoração 
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neste parâmetro no campo aberto (BRENES et al., 2016; BRENES; PADILLA; 

FORNAGUERA, 2009; ROJAS-CARVAJAL et al., 2018). Este decréscimo parece ser 

influenciado pelo tempo de exposição ao ambiente enriquecido (ELLIOTT; 

GRUNBERG, 2005).  Entretanto, não observamos diferenças no tempo de exploração 

durante o treino e teste, embora exista uma redução no deslocamento em ambas 

situações, isto pode ser ocasionado por uma exploração inicial maior seguida de um 

declínio ao longo do tempo (ROJAS-CARVAJAL et al., 2018; VARTY et al., 2000), o 

que pode ser relacionado com uma habituação mais rápida destes animais (BRENES; 

PADILLA; FORNAGUERA, 2009). Em concordância com isto, Brenes e cols. 

obtiveram resultados semelhantes aos nossos nestes quesitos evidenciando uma 

atenuação da atividade locomotora em todas as etapas do RO sem afetar o tempo de 

exploração dos objetos no treino. Contudo eles verificaram uma melhora cognitiva no 

reconhecimento espacial em relação aos animais controle após a exposição ao AE 

durante 5 semanas (BRENES et al., 2016). Esta diminuição na atividade locomotora 

provavelmente não está associada a um dano motor ou fadiga, visto que a exposição 

ao AE melhora e restaura o desempenho motor (HILARIO et al., 2016; MAEGELE et 

al., 2015; MARQUES et al., 2014). 

Apesar de haver uma diferença estatística entre a exploração do novo objeto 

em relação ao familiar, não foi possível elucidar quais grupos apresentaram a mesma. 

Contudo, mostramos que a toxina MPTP não causou alterações cognitivas no teste 

de reconhecimento de objeto de curta duração. Autores verificaram esse prejuízo 

utilizando uma dose semelhante à nossa após um período de pelo menos 3 

(MORIGUCHI; YABUKI; FUKUNAGA, 2012) ou 4 semanas (HAGA et al., 2019) da 

última administração da toxina. Outros, observaram modificações em ratos  (HO et al., 

2014) e após 24 horas da última administração (COSTA; SIMOLA; MORELLI, 2014), 

o que pode ser explicado pelas mudanças dinâmicas na neurodegeneração. Estas 

modificações foram descritas no sistema dopaminérgico a partir do tratamento agudo 

com a toxina (HUANG et al., 2017, 2018). Neste último trabalho, Huang e cols.  

observaram prejuízos no rotarod somente após 35 dias e uma recuperação dos danos 

motores depois de 65 dias da administração com MPTP (HUANG et al., 2018). Xie e 

cols., utilizando a dose de 25 mg/kg uma vez por dia durante 5 dias, mostraram que 

os níveis de DA e TH embora não se equiparem com o controle eles aumentam com 

o transcorrer do tempo (XIE et al., 2020). Sabe-se que no tratamento agudo com 
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MPTP os níveis DA retornam com 42 dias (JACKSON-LEWIS et al., 1995). Além disso, 

Zhang e cols. postulam que os efeitos verificados após a administração da toxina 

dependem do nível de depleção dopaminérgica, assim quando esta é menor de 80%, 

o animal apresenta uma hiperatividade comportamental e, quando ultrapassa os 80% 

aparecem os sintomas comportamentais da doença, entretanto, não postula qual nível 

de depleção é necessária para evidenciar o início da hiperatividade (ZHANG et al., 

2017). 

 Em relação ao AE, os grupos expostos ao mesmo exibiram um índice de 

reconhecimento inferior aos animais expostos ao ambiente padrão, embora essa 

diferença não tenha sido estatisticamente significante. Isto pode ser explicado por uma 

atenuação do interesse pelos objetos pelos animais AE, devido ao contato constante 

a novos artefatos (LEGER et al., 2013), provocando uma redução na exploração dos 

mesmos (LEGER et al., 2012; MODLINSKA; CHRZANOWSKA; PISULA, 2019). A 

maioria dos autores verificaram uma melhora cognitiva após a exposição ao AE (DINIZ 

et al., 2016; LEAL-GALICIA et al., 2008; LEGER et al., 2015; TANG et al., 2001), 

enquanto outros não distinguiram este efeito (PRADO LIMA et al., 2018a; VIOLA et 

al., 2010). A diversidade de protocolos usados na exposição ao AE causa esta 

heterogeneidade de resultados o que dificulta a interpretação dos mesmos 

(REDOLAT; MESA-GRESA, 2012). Leger e cols. analisaram diferentes tempos de 

exposição ao AE (24h, 1-3-5 semanas) em parâmetros cognitivos e de ansiedade.   

Referente à cognição, o AE melhorou a performance a partir da primeira semana de 

exposição e este efeito é mantido por pelo menos 5 semanas no RO (LEGER et al., 

2015). Outro critério a ser considerado é o tempo de início desta exposição, Chandler 

e cols. mostraram que animais expostos precocemente, 35 dias após o nascimento, 

apresentaram uma maior influência do AE na cognição comparado aos expostos a 

partir de 90 dias utilizando o labirinto aquático de Morris (CHANDLER et al., 2020). 

Com o intuito de avaliar estes dois parâmetros citados anteriormente, Mesa-Gresa e 

cols. compararam diferentes períodos de enriquecimento (6-4 e 2 meses) com 

distintos tempos de início à exposição do AE (28-91 e 154 dias após o nascimento). 

Neste trabalho foi constatada uma diminuição na exploração dos animais expostos 

precocemente e durante 6 meses ao AE no campo aberto(MESA-GRESA; RAMOS-

CAMPOS; REDOLAT, 2021).   
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Em relação aos parâmetros bioquímicos, a perda aproximada de 50% dos 

níveis proteicos da TH na SNc, está em consonância com dados prévios de nosso 

grupo, o qual mostrou uma redução de 60% nos níveis de DA no estriado após 15 dias 

da última administração com MPTP utilizando a mesma dose os quais também não 

foram revertidos pelo AE (HILARIO et al., 2016). Uma redução semelhante à nossa 

está relacionada com o aparecimento dos primeiros sintomas motores (CHENG; 

ULANE; BURKE, 2010; DIJKSTRA et al., 2014; FEARNLEY; LEES, 1991). Estas 

informações indicam que as modificações observadas neste trabalho podem ser 

relacionadas com as de aparecimento precoce da DP. 

Em comparação com os sintomas motores, pouco se sabe sobre os 

mecanismos subjacentes ao declínio cognitivo na DP. A sua complexidade pode advir 

da variedade de neurotransmissores, dopaminérgico e não dopaminérgicos, 

envolvidos nos sintomas cognitivos (HALLIDAY et al., 2014). Consequentemente, o 

uso de drogas antiparkinonianas tradicionais podem melhorar, piorar ou não 

apresentar efeito sobre os danos cognitivos (POLETTI; BONUCCELLI, 2013; 

VAILLANCOURT et al., 2013).  

Em relação às regiões cerebrais envolvidas pacientes com PD-MCI 

demonstraram um padrão de perda do volume cortical no córtex parietal e frontal, e 

atrofia no hipocampo, a qual está relacionada com o declínio cognitivo (MAK et al., 

2015; YILDIZ et al., 2015). Esses achados indicam que as alterações bioquímicas 

iniciais relacionadas aos processos cognitivos acontecem preferencialmente nestas 

áreas.  Além disso, a degeneração do núcleo basal Meynert precede e pode predizer 

o comprometimento cognitivo (SCHULZ et al., 2018), uma vez que esses núcleos se 

projetam para todo o neocortex (para revisão, LIU et al., 2015). No córtex pré-frontal 

esta projeção está relacionada com a atenção  (DALLEY et al., 2004; NEWMAN; 

MCGAUGHY, 2008) e o hipocampo também recebe projeções colinérgicas 

relacionadas com alterações cognitivas (CAMICIOLI et al., 2003; LA et al., 2019). 

Ainda, Brück e cols. examinaram pacientes em estágios iniciais da DP, nos quais 

observaram uma atrofia no hipocampo e córtex pré-frontal, os quais se relacionavam 

com um dano na memória e atenção respectivamente (BRÜCK et al., 2004). 

O desequilíbrio dopamina-acetilcolina pode afetar o comportamento motor e 

cognitivo (CALABRESI et al., 2013; FAROMBI et al., 2020). Os efeitos da acetilcolina 

são mediados por receptores nicotínicos e muscarínicos, neste trabalho investigamos 
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a expressão gênica dos receptores alfa 7 e M1 no hipocampo e córtex pré-frontal. Em 

relação ao receptor nicotínico alfa 7, o mesmo tem sido extensamente associado à 

atenção (HOYLE et al., 2006; YOUNG et al., 2007), e sua ativação com uma melhora 

cognitiva (MARDER, 2016; MEDEIROS et al., 2014). Dessa forma, seu uso tem sido 

estudado em doenças como Alzheimer (MA; QIAN, 2019), esquizofrenia 

(TREGELLAS; WYLIE, 2019) e Parkinson (TIZABI; GETACHEW, 2017). Não 

evidenciamos uma diferença estatística na expressão dos receptores alfa 7 e M1 no 

hipocampo e no córtex pré-frontal após o tratamento com MPTP, apesar de verificar 

um aumento na média da expressão do receptor alfa 7 no hipocampo. Estudos post 

mortem mostram uma diminuição dos receptores nicotínicos em pacientes com DP 

(COURT et al., 2000; PERRY et al., 1995), assim como do receptor alfa 7 

(BURGHAUS et al., 2003) e alfa-4 beta-2 (PIMLOTT et al., 2004).  Rinne e cols. 

observaram uma redução dos receptores nicotínicos e uma correlação negativa entre 

o grau da demência e o número de receptores (RINNE et al., 1991). Com o intuito de 

avaliar se estes receptores modulam o desenvolvimento da doença, Morissete e cols. 

(2016) estudaram os níveis do receptor em pacientes com DP e macacos tratados 

com MPTP e notaram que níveis normais do receptor no estriado estão ligados com 

alterações motoras moderadas, e seu aumento relacionado com LID, mostrando o 

potencial modulador do receptor nas complicações da doença (MORISSETTE et al., 

2016). Além disso, Kulak e Schneider (2004) utilizando diferentes protocolos de 

administração da toxina MPTP em macacos, separaram os animais em: tratamento 

agudo, crônico assintomático e sintomático. Eles evidenciaram que animais com 

tratamento crônico assintomático apresentaram níveis elevados do receptor alfa-7 em 

algumas regiões e sugeriram que este aumento inicial pode ser um efeito 

compensatório para manter as funções motoras e cognitivas adequadas nos estágios 

iniciais da DP (KULAK; SCHNEIDER, 2004).  

Em relação ao receptor M1, outro foco de estudo desse trabalho, trata-se do 

receptor muscarínico mais abundante no hipocampo (SCARR et al., 2016) e sua 

estimulação apresenta efeitos procognitivos (para revisão ERSKINE et al., 2019).  

Estudos de neuroimagem usando radioligantes não seletivos relatam níveis elevados 

de mAChRs no córtex frontal (ASAHINA et al., 1998) e lobo occipital (COLLOBY et al., 

2006)  em pacientes com estágio avançado da DP. Esses dados são corroborados 

por alguns estudos post mortem (LANGE et al., 1993; PERRY et al., 1990). No 
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entanto, este incremento separado por subtipos de mAChRs é menos claro. Alguns 

trabalhos tem mostrado que os níveis do receptor M1 permanecem inalterados no 

hipocampo, córtex (RINNE et al., 1989; SHIOZAKI et al., 2001), e estriado (MCOMISH 

et al., 2017; PIGGOTT et al., 2003), enquanto outros observaram um aumento no 

córtex, diminuição no estriado e nenhuma alteração no hipocampo (LANGE et al., 

1993). Além disso, foi observada uma redução desses receptores em pacientes com 

PDD e demência provocada por corpos de Lewy (PIGGOTT et al., 2003; SHIOZAKI et 

al., 2001) o que sugere que sua alteração está relacionada com a progressão da 

doença e está de acordo com nossos achados, os quais não se apresentaram 

alterados.  

No presente estudo, o tratamento com MPTP não alterou o nível da expressão 

gênica da ChAT no córtex pré-frontal e no hipocampo, embora o tratamento com 

MPTP tenha causado uma diminuição na média da expressão do RNAm da ChAT 

quando comparado ao grupo controle no córtex pré-frontal. Uma diminuição da 

atividade desta enzima tem sido observada no hipocampo e córtex frontal em estudos 

post mortem em pacientes com DP (RUBERG et al., 1982),  e também no córtex pré-

frontal e temporal (MATTILA et al., 2001). Esta redução no córtex pré-frontal foi 

correlacionado com o declínio cognitivo observado nestes pacientes (MATTILA et al., 

2001). Além disso, em animais tratados com a toxina MPTP foi vista uma diminuição 

na expressão proteica da mesma no bulbo olfatório (YANG et al., 2019), embora esta 

redução não foi observada no hipocampo (ZHANG et al., 2020). Ainda, Hall e cols. 

(2014) verificaram que pacientes com PDD tiveram uma redução da atividade 

neocortical da ChAT sem degeneração dos núcleos basais de Meynert, indicando um 

comprometimento funcional sem alteração estrutural dos neurônios, o que não foi 

verificado no hipocampo (HALL et al., 2014), sugerindo que as fibras colinérgicas que 

inervam o córtex são mais sensíveis na DP. Também não evidenciamos diferenças 

em relação a enzima AChE nas regiões acima mencionadas, estando de  acordo com 

dado prévio do nosso laboratório, no qual essa expressão foi  examinada no 

mesencéfalo (HILARIO et al., 2016). Entretanto, diversos autores sugerem que a 

toxina MPTP causa uma diminuição da expressão da mesma no cérebro total (LV et 

al., 2012), no estriado (ALI et al., 2019), na substância negra parte compacta e córtex 

pré-frontal (YADAV; PANDEY; SINGH, 2017). Este efeito pode ser desencadeado por 

um ação compensatória da perda dos neurônios colinérgicos (RUBERG et al., 1986) 
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ou pela inibição reversível desta enzima através do MPTP (ZANG; MISRA, 2003). 

Uma das limitações para a compreensão dos nossos resultados, deve-se a variação 

dentro do grupo MPTP, a qual pode ser ocasionada pela heterogeneidade da 

degeneração colinérgica (BOHNEN et al., 2006, 2012). Assim, mais estudos são 

necessários para avaliar o efeito do MPTP sobre o desequilíbrio colinérgico.  

Em relação ao ambiente enriquecido, observamos que a exposição ao mesmo 

indiziu um aumento na expressão do RNAm do receptor alfa 7 e da enzima AChE no 

córtex pré-frontal, enquanto os outros parâmetros avaliados não apresentaram 

mudanças, embora, o incremento da expressão gênica da AChE não foi refletido na 

atividade da mesma. A AChE possui outras funções, além da degradação da ACh, 

como adesão celular, crescimento de neurites e sinaptogênese (PARAOANU; LAYER, 

2008; TRANG; KHANDHAR, 2020). Vale ressaltar que alguns autores observaram um 

aumento da atividade da AChE em cérebros de camundongos após a exposição ao 

AE (ROSENZWEIG et al., 1978; ROSENZWEIG; BENNETT, 1996). Enquanto, outros 

autores não evidenciaram este efeito (NAWAZ et al., 2018; PRADO LIMA et al., 2018), 

sendo estes últimos em consonância com nossos achados que mostram que apesar 

do aumento na expressão gênica da AChE, a sua atividade não é alterada em relação 

aos animais do ambiente padrão. Por fim, o nível aumentado do receptor alfa 7 no 

córtex pré-frontal, pode atuar como um facilitador de processos cognitivos como 

mencionado anteriormente. Já foi visto que o exercício aumenta os níveis destes 

receptores no hipocampo e núcleo accumbens  (ALBUQUERQUE; TORNISIELO, 

2016). Ainda, a exposição ao AE reverteu os prejuízos cognitivos provocados pelo 

acidente vascular encefálico e a diminuição dos receptores alfa 7 no hipocampo 

observados neste modelo (YUAN et al., 2020). Vale ressaltar que as alterações na 

expressão gênica nem sempre se refletem em modificações nos níveis da proteína 

(CHEN et al., 2016; MOUSAVI et al., 2003), assim como em sua atividade 

(LIEDHEGNER, E. S.; AMY SASMAN, AND HILLARD, 2014; SCHOBER et al., 1997). 

Assim, no capítulo 1 do presente trabalho, mostramos os benefícios cognitivos 

da exposição ao ambiente enriquecido na prevenção das alterações cognitivas na 

memória de referência nos animais induzidos ao parkinsonismo, assim como, seus 

efeitos per se. Deste modo uma exposição precoce, desde a infância, a diversos 

estímulos positivos como educação formal, exercício, dança, entre outros, podem ser 

benéficas na prevenção das possíveis alterações cognitivas presentes em pacientes 
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com DP. Também apresentamos evidências da participação do sistema colinérgico 

nesta melhora cognitiva. No entanto, estudos complementares são necessários para 

corroborar esta hipótese. Neste sentido, é interessante avaliar se o bloqueio do 

receptor alfa 7 é capaz de reverter os efeitos cognitivos verificados neste trabalho, 

bem como, a funcionalidade do mesmo.  

7. CONCLUSÕES DO CAPÍTULO 1 

• A exposição ao ambiente enriquecido melhora o desempenho cognitivo no 

labirinto aquático de Morris através de uma diminuição no tempo de latência e 

distância percorrida para achar a plataforma de escape;  

• A toxina parkinsoniana MPTP na dose de 25mg/kg provoca prejuízo na 

memória de referência no labirinto aquático de Morris;   

• A exposição ao ambiente enriquecido previne o prejuízo cognitivo provocado 

pela droga parkinsoniana MPTP no labirinto aquático de Morris; 

• A toxina parkinsoniana MPTP na dose de 25mg/kg e a exposição a um AE não 

induziram alterações na memória operacional avaliada no MWM e no labirinto 

em Y; 

• A toxina parkinsoniana MPTP na dose de 25mg/kg e a exposição a um AE não 

induziram alterações na memória de reconhecimento de objeto de curta 

duração; 

• A toxina parkinsoniana MPTP na dose de 25mg/kg não modificou a expressão 

gênica do sistema colinérgico nos componentes avaliados; 

• A toxina parkinsoniana MPTP na dose de 25mg/kg não modificou a atividade 

da AChE no hipocampo e córtex pré-frontal; 

• A exposição ao ambiente enriquecido incrementou a expressão gênica da 

AChE sem causar mudança na sua atividade no córtex pré-frontal. 

• A exposição ao ambiente enriquecido aumentou a expressão gênica do 

receptor alfa 7 no córtex pré-frontal, sem alterar os níveis da mesma no 

hipocampo. 
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CAPÍTULO 2: Efeito do tratamento com CTEP nas possíveis alterações motoras, 

cognitivas e bioquímicas em animais tratados com a toxina parkinsoniana MPTP 

e seu efeito sobre a apoptose em cultura primária de neurônios corticais.  

8. OBJETIVOS 

8.1 Objetivo geral: Avaliar se o CTEP atua no tratamento das alterações motoras, 

cognitivas e bioquímicas provocadas pela droga parkinsoniana MPTP (1-metil-4-fenil-

1,2,3,6-tetraidropiridina) em camundongos C57Bl/6. Além disso, avaliar se o CTEP 

modifica o efeito da neurotoxina MPP+ (1-methyl-4-phenylpyridinium) em cultura 

primária de neurônios corticais.  

8.2 Objetivos específicos 

 Avaliar se o CTEP é capaz de reverter as alterações motoras induzidas pela 

droga parkinsoniana MPTP; 

 Avaliar se o CTEP é capaz de reverter as possíveis alterações cognitivas 

induzidas pela droga parkinsoniana MPTP; 

 Avaliar o nível proteico da enzima tirosina hidroxilase da parte compacta da 

substância negra; 

 Avaliar se o CTEP é capaz de reverter a apoptose provocada pelo MPP+ em 

cultura primária de neurônios corticais. 
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9. MATERIAIS E MÉTODOS 

9.1 Animais e droga 

9.1.1 Animais: 

Foram usados camundongos machos da linhagem C57Bl/6N (n=67) com idade 

entre 6-7 semanas (20-25g), os quais foram comprados do Laboratório Charles River 

(Sherbrooke, QC, Canadá) e mantidos durante toda a experimentação na 

Neurobehavioral Core Facility no Instituto de Pesquisa Robarts da Universidade 

Western de Ontario (Canadá). Os animais foram mantidos em gaiolas com no máximo 

4 animais sobre um ciclo claro-escuro de 12:12h e receberam água e ração comercial 

adlibitum. Todos os experimentos foram realizados de acordo com as diretrizes do 

Conselho Canadense de Cuidado Animal e previamente aprovados pelo comitê de 

cuidados com animais da Universidade Western de Ontario (protocolo AUP 2018-

073). 

9.1.2 Grupos experimentais: 

Os animais foram distribuídos aleatoriamente em quatro grupos, de acordo com 

o tratamento: 

• Salina / Veículo (SS): Animais que receberam administração de salina e 

posteriormente foram tratados com veículo.   

• Salina / CTEP (SCT): Animais que receberam administração de salina e 

posteriormente foram tratados com CTEP. 

• MPTP / Veículo (MPS): Animais que receberam administração de MPTP 

durante 5 dias e posteriormente foram tratados com veículo. 

• MPTP / CTEP (MPCT): Animais que receberam administração de MPTP 

durante 5 dias e posteriormente foram tratados com CTEP. 

9.1.3 Modelo da DP 

A droga utilizada para induzir a DP, como no capítulo 1, foi o MPTP (Sigma 

aldrich,USA), o qual foi dissolvido em salina (NaCl 0,9%) na concentração de 10 

mg/mL e as alíquotas armazenadas a -80°C. No dia da utilização as alíquotas foram 
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diluídas para a concentração de 3 mg/mL e administrada na dose de 30 mg/kg. Os 

animais foram submetidos a uma administração diária de MPTP ou salina durante 5 

dias consecutivos por via intraperitonial. A dose utilizada foi baseada em diversos 

trabalhos, nos quais a dose de 30 mg/kg foi eficaz na depleção da dopamina estriatal 

(MORAES et al., 2016; SWANSON et al., 2013; YU et al., 2008). 

9.1.4 Tratamento com CTEP 

O tratamento com CTEP (Axon Medchem, Groningen, The Netherlands), na 

dose 2mg/kg diluído em DMSO 1% (v/v), foi realizado utilizando-se de um pudim de 

chocolate como veículo a cada 48h durante 12 dias (ABD-ELRAHMAN et al., 2017). 

O CTEP foi inicialmente diluído em 100% de DMSO na concentração 25 mg/mL e 

armazenado em alíquotas a -80°C, e para a sua utilização foi diluído em pudim de 

chocolate na concentração de 0,25 mg/mL. Duas semanas antes de iniciar o 

tratamento com MPTP os animais foram treinados para a ingestão espontânea do 

pudim de chocolate usando 200 µL de pudim. 24 horas após o término das 

administrações do MPTP iniciou-se o tratamento com CTEP na dose de 2mg/kg a 

cada 48 horas. Foram realizadas 6 administrações com CTEP e 48h após a última 

administração, os animais foram eutanasiados.     

9.2 Delineamento experimental  

Com o objetivo de avaliar se o tratamento com o CTEP era capaz de atenuar a 

perda dos neurônios dopaminérgicos e seus efeitos motores e cognitivos em um 

modelo murino da doença de Parkinson, animais foram tratados com CTEP na dose 

de 2mg/kg a cada 48h durante 12 dias (figura 33). 
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Figura 33: Representação esquemática do delineamento experimental do capítulo 2. Tratamento 

das alterações cognitivas e motoras usando o CTEP em modelo murino da DP. 

9.3 Testes Motores 

9.3.1 Campo aberto 

9.3.1.1 Equipamento  

O Campo aberto consiste em um sistema de 8 caixas quadrada de acrílico (40 

x 40 cm) (Omnitech Electronics, Columbus, OH) monitoradas pelo software fusion v5.6 

VersaMax edition (Omnitech Electronics) (figura 34). 

 

 

Figura 34:Campo aberto (Fonte: http://www.omnitech-electronics.com). 

9.3.1.2 Atividade locomotora  

O campo aberto é comumente usado para avaliar a atividade locomotora de 

animais em diversos modelos experimentais. No presente estudo, os animais foram 

habituados na sala durante 30 min antes do teste. O teste consistiu em posicionar o 

animal no centro da caixa e permitir sua a livre locomoção dentro do aparato durante 

5 min (HILARIO et al., 2016). A atividade locomotora foi registrada pelos sensores ao 

longo dos eixos. Durante o teste foi avaliada a distância percorrida.  
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9.3.2 Rotarod 

9.3.2.1 Equipamento  

O Rotarod consiste em uma caixa automatizada AccuRotor 4‐Channel Rotarod 

(Omnitech Electronics, Columbus, OH) monitorada pelo software fusion v5.6 

VersaMax edition (Omnitech Electronics). O aparato cujas dimensões são de 49 cm x 

48 cm x 58 cm, possui um cilindro transversal de 3 cm de diâmetro a aproximadamente 

38 cm do piso do equipamento, mantido em rotação através de um motor. A caixa é 

dividida em quatro baias, de aproximadamente 11 cm de largura, permitindo assim a 

análise de quatro animais simultaneamente (figura 35).  

 

Figura 35:  Rotarod (Fonte: http://www.omnitech-electronics.com). 

9.3.2.2 Coordenação motora  

O Rotarod é utilizado para avaliar a coordenação motora, equilíbrio e 

aprendizagem motora em roedores (DEACON, 2013; SHIOTSUKI et al., 2010). O 

treino e o teste foram realizados de maneira semelhante. O treino foi realizado durante 

três dias seguidos antes da administração do MPTP, enquanto o teste foi feito quatro 

dias após a última administração do MPTP, no dia 9. O animal foi colocado sobre o 

cilindro sem movimento e a velocidade foi aumentando gradativamente de 4 até 40 

rotações por minuto em um intervalo de 5 minutos (CAMPOS et al., 2013; MONVILLE; 

TORRES; DUNNETT, 2006). Cada sessão consistiu em 4 tentativas com um intervalo 

mínimo de 30 minutos entre cada. A tentativa termina quando o animal cai do cilindro, 

neste momento é registrado a latência da queda.  

9.3.3 Teste de Força de agarre (Grip test) 

9.3.3.1 Equipamento  

O equipamento utilizado é um medidor de força da Columbus Instruments. 

Constituído por uma base e um pedestal que suporta e orienta o medidor de força. O 
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animal deve segurar a barra de tração, acoplada ao medidor de força, e os resultados 

foram expressos em N (figura 36).  

 

Figura 36: Medidor de força de agarre (grip test). (Fonte: 

https://www.robarts.ca/research/core_facilities/neurobehavioral_core_facility) 

9.3.3.2 Teste de força de agarre 

O teste de força de agarre foi usado para medição de força muscular (BROOKS; 

DUNNETT, 2009). Os camundongos foram treinados no dia zero de experimentação 

para garantir que não existissem diferenças prévias entre os grupos. No treino e no 

teste, os animais foram permitidos de segurar a barra de tração com seus membros 

anteriores e posteriormente eram puxados pela cauda de maneira horizontal. A força 

aplicada à barra foi registrada quando o animal soltava a mesma. Cada animal 

executou 5 tentativas com um intervalo de pelo menos 10 minutos entre cada  e foram 

excluídos da análise o menor e maior valor de cada animal (MORAES et al., 2016).  

9.4 Testes Cognitivos 

9.4.1 Labirinto em Y 

9.4.1.1 Equipamento  

Labírinto com formato de Y construído de PVC branco com três braços 

idênticos (30 x 6 cm) posicionados em ângulos iguais (Figura 13). 

9.4.1.2 Teste de memória operacional 

O teste de memória operacional utilizando o labirinto em Y foi executado como 

descrito no item 4.3.1.2 do capítulo 1. A sessão foi filmada e analisada pelo software 

AnyMaze®. 
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9.4.2 Labirinto aquático de Morris (MWM) 

9.4.2.1 Equipamento  

O MWM consistiu em uma piscina circular de 130 cm de diâmetro por 50 cm de 

altura na cor branca, dividida em quatro quadrantes imaginários, preenchida com 

água. Pistas espaciais foram colocadas na parede da sala para auxiliar na orientação 

espacial do animal. Em um dos quadrantes, foi posicionada uma plataforma 

submersa, a 0,75 cm da superfície da água. A piscina foi marcada com os quatro 

pontos cardeais equidistantes, sendo que a plataforma foi posicionada no quadrante 

sudeste (MORRIS, 1984) (Figura 14). 

9.4.2.2 Teste de memória de referência 

O teste de memória de referência foi executado como descrito no item 4.3.2.2 

do capítulo 1. Entretanto, durante à aprendizagem foram analisadas a distância 

percorrida e velocidade média, enquanto no teste comprobatório o tempo de 

exploração do quadrante alvo e oposto. Todas as sessões foram analisadas pelo 

software AnyMaze® 

9.5 Testes Bioquímicos 

9.5.1 Imunohistoquímica  

9.5.1.1 Anestesia, perfusão e criocortes 

Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina e cloridrato de 

xilazina (80 mg/kg e 13 mg/kg, respectivamente) por via intraperitoneal. Após a 

certificação da ausência de reflexo, foi realizada a toracotomia para a exposição do 

coração. Em seguida, utilizando uma agulha (0,36x1,5mm) foi realizada a 

cardiopunção no ventrículo esquerdo, seguindo de uma incisão no átrio direito. A 

agulha foi previamente conectada a uma bomba peristáltica (Gilson, Minupuls 

evolution), e os animais foram infundidos com uma solução salina (0,9% NaCl) durante 

5 minutos, seguida, de solução fixadora composta por paraformaldeido 4% em tampão 

fosfato-salino (PBS) durante 10 minutos. 

Ao final do processo de perfusão os encéfalos foram removidos e pós fixados 

por 24 horas em solução de paraformaldeido 4% em PBS e posteriormente 

crioprotegidas em uma solução de sacarose 30% em PBS durante 48 horas a 4°C. 
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Após este período os cérebros foram congelados em Optimal Cutting Temperature 

(OCT) e gelo seco durante 2 horas ou até o completo congelamento. Os cérebros 

congelados foram armazenados em -80°C até serem cortados. 

Posteriormente, o tecido foi seccionado a 15 μm de espessura no plano coronal 

usando um criostato de congelamento (Leica, Alemanha). As seções foram coletadas 

sequencialmente e montadas em lâminas cobertas com gelatina na facility Molecular 

Pathology e armazenadas a -80°C para posterior marcação.  

9.5.1.2 Marcação para Tirosina Hidroxilase (TH)  

As lâminas foras descongeladas por pelo menos 1h e lavadas com PBS. 

Posteriormente, foram fixadas com metanol gelado por 10min e secadas a 

temperatura ambiente. Após uma nova lavagem com PBS as lâminas foram tratadas 

com peróxido de hidrogênio 0,3% (H202) durante 30 minutos para bloqueio da 

atividade das peroxidases endógenas. Depois foram novamente lavadas para 

posterior bloqueio com soro de cabra 4% em triton 0,3% PBS por 2h a temperatura 

ambiente. Em seguida, foram incubadas overnight a 4°C com o anticorpo primário 

policlonal anti-TH (1:200, cat T2928-Sigma- Aldrich) em soro de cabra 2%. 

Posteriormente, as lâminas foram lavadas com PBS-T (triton 0,3% PB) e incubadas 

com   anticorpo secundário durante 1h. Finalmente, foram lavadas com PBS e 

incubadas com 3,3’,4,4’tetrahidrocloreto-diaminobenzidina (DAB, abcam), utilizada 

como cromógeno, seguindo as instruções do fornecedor, com posterior lavagem. As 

lâminas receberam uma contracoloração com hematoxilina de Mayer, sendo 

desidratadas e posteriormente clareadas com xilol e cobertas com meio de montagem 

(Entellan, Merck) e lamínulas para análise no microscópio. As imagens foram 

digitalizadas no microscópio óptico Olympus BX45 e software Image-Pro Plus (Leeds, 

Minneapolis, MN, EUA) e a perda neuronal dopaminérgica foi realizada pela análise 

semi-quantitativa da densidade óptica utilizando-se o software Image J. A área 

cerebral estudada foi identificada utilizando o atlas para cérebro e rato de (PAXINOS; 

WATSON, 2006). 
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9.6 Cultura primária de neurônios corticais 

9.6.1 Preparação das placas de cultura  

Para os testes com cultura primária de neurônios corticais foram utilizadas 

placas de cultura de células de quatro poços (Nunc Cell-Culture Treated Multidishes, 

Thermo Fisher Scientific K.K., Yokohama, Japan) sensibilizadas com 400 uL de 

solução Poli-L-Ornitina (PLO) em água ultra pura overnight, posteriormente a solução 

é removida e lavada com água ultrapura. Esperar a secagem das placas para sua 

utilização.  

9.6.2 Preparação do cultivo primário de neurônios corticais 

As culturas de células neurais foram preparadas a partir do córtex cerebral de 

embriões no dia 13-15 de gestação (FORTIN et al., 2001, com modificações) de 

camundongos selvagens CD-1. Os embriões foram obtidos após a eutanásia materna 

por deslocamento cervical com uso de anestésico, o mesmo utilizado na perfusão (ver 

a sessão 10.5.1.2), imersos em solução Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, livre 

de cálcio e magnésio) e mantidos no gelo. O tecido cortical foi obtido através da 

microdissecção com auxílio de um microscópio em ambiente asséptico. 

Posteriormente o tecido foi submetido a digestão por tripsina durante 30 min á 37°C, 

seguido, de e dissociado mecanicamente com pipeta Pasteur polida. Os neurônios 

foram ressuspendidos em meio Neurobasal™ (Thermo Fisher Scientific) 

suplementado com N-2 e B-27® (Invitrogem), GlutaMAX™ (Gibco™) e antibióticos 

(Penicilina e Estreptomicina 50 mg/ml cada - Gibco™). Os neurônios corticais foram 

quantificados utilizando uma câmera de Neubauer através da coloração do azul de 

trypan 0,4%. Finalmente, foram adicionados 500uL de uma solução (0.5 x 106 

células/mL de neurônios) em cada poço. As células foram incubadas a 37ºC e 5% CO2 

em uma incubadora com atmosfera umidificada e cultivadas por 7 dias. 

9.6.3 Delineamento experimental e tratamento 

Para a avaliação da morte neuronal por apoptose, utilizamos cultura de 

neurônios corticais devido a sua facilidade de extração e maior quantidade dos 

mesmos, com a finalidade de reduzir o número de animais necessários para 

padronizar as condições experimentais. Foram realizados três experimentos, o 

primeiro com o objetivo de determinar a dose de 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) 

(10 µM, 25 µM, 50 µM) capaz de provocar a morte neuronal após 24 horas de 
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tratamento. Posteriormente, executamos um experimento para determinar a dose de 

CTEP (2,5 µM, 5 µM, 10 µM, 20 µM) segura após 24 horas de tratamento, e finalmente 

analisamos a dose de CTEP capaz de diminuir a apoptose neuronal ocasionada pelo 

MPP+ (figura 37).       

 

Figura 37: Delineamento experimental em cultura primária de neurônios corticais. 

9.6.4 Avaliação do apoptose neuronal 

Com a finalidade de avaliar a apoptose neuronal foi utilizado o corante 

fluorescente bi benzidina Hoechst 33342 (HO), o qual é permeável às membranas 

celulares unindo-se as ligações de adenina-timina no DNA com consequente emissão 

de fluorescência a 461 nm quando excitados por uma fonte de luz ultravioleta a 350 

nm. As células foram avaliadas de acordo com a coloração e morfologia (CROWLEY; 

MARFELL; WATERHOUSE, 2016; ZHIVOTOSKY; ORRENIUS, 2001). 

Resumidamente, os neurônios  cultivados foram fixados com uma solução de 4%  

paraformaldeído e  0,2%  ácido pícrico durante 30 minutos, para posterior lavagem 

com PBS e  coradas com  Hoechst 33342 (Invitrogen # H1399) na  concentração de 

0,5 µg/mL cobertas com papel alumínio por 10 min a temperatura ambiente, finalmente 
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as placas foram lavadas para posterior visualização (CREGAN et al., 2002).  As placas 

foram visualizadas em microscópio de fluorescência (Olympus) e as imagens 

capturadas utilizando uma câmera CCD (Q-imaging) e Northern Eclipse software 

(Empix Imaging). Os neurônios foram avaliados segundo a sua morfologia nuclear 

apoptótica caracterizada por núcleos picnóticos e / ou fragmentados contendo 

cromatina condensada. 

9.7 Análise Estatística 

Todas as análises bioquímicas e comportamentais foram expressas como 

média ± erro padrão da média (EPM) dos dados. Para a análise dos dados 

comportamentais e bioquímicos foi empregada a análise de variância (ANOVA) de 

duas vias com ou sem medida repetida seguida do post-hoc de Bonferroni. Enquanto, 

para as análises da apoptose celular foi empregada a análise de variância (ANOVA) 

de uma via seguida pelo post-hoc de Dunnet. Foi aplicado um nível de significância 

de p<0,05 e o software usado para as análises estatísticas e confecção dos gráficos 

foi o GraphPadPrism® versão 8.0.  

10 RESULTADOS 

10.1 Parâmetros Motores 

10.1.1 Atividade locomotora no Campo aberto 

Com o intuído de avaliar os efeitos motores da toxina parkinsoniana MPTP 

executamos o campo aberto em duas oportunidades após 4 e 7 dias da última 

administração com MPTP (dias 9 e 12 de experimentação). Observamos o efeito da 

toxina [F(1,56)=11,91; p=0,0011) e [F(1,56)=12,40; p=0,0009], respectivamente) e do 

modulador alostérico somente no dia 9 ([F(1,56)=36,31; p<0,00001] e 

[F(1,56)=0,3681; p=0,5465], respectivamente). No teste do dia 9, verificamos uma 

hiperlocomoção do grupo SCT e MPCT em relação ao SS (figura 38A), por outro lado, 

no dia 12 este efeito foi somente verificado no grupo MPCT em relação ao SS (figura 

38B). Indicando que o efeito do CTEP na locomoção é transitório, enquanto o possível 

efeito sinérgico de estas drogas permaneceu ao longo do tempo. Além disso, não 

observamos diferença da porcentagem da distância percorrida no centro do aparato 

em relação aos tratamentos CTEP e MPTP nas sessões do dia 9 e 12 (p>0,05) 
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descartando possível efeito ansiogênico provocado pelos tratamentos (figura 38C e 

38D, respectivamente). 
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Figura 38:  Desempenho dos animais no Campo aberto. Média ± EPM da distância percorrida total 

no dia 9 (painel A) e no dia 12 (painel B) de experimentação. Porcentagem da distância percorrida no 

centro no dia 9 (painel C) e no dia 12 (painel D) de experimentação. Análise de variância (ANOVA) de 

duas vias com seguida pelo teste post-hoc Bonferroni. Animais tratados com: Salina/Veículo (SS), 

MPTP/Veículo (MPS), Salina/CTEP (SCT) e MPTP/CTEP (MPCT). *p<0,05; ***p<0,001; 

#estatisticamente diferente comparado com os outros grupos experimentais. 

10.1.2 Coordenação e equilíbrio no Rotarod 

            Antes do início da administração com MPTP os animais foram pré-treinados 

no aparato com a finalidade de atingir uma linha de base entre os grupos, assim, na 

terceira sessão de treino não foi observada diferença entre os grupos (p>0,05). Após 

um intervalo de pelo menos 3 horas do campo aberto, os animais foram submetidos 

ao Rotarod para avaliação da coordenação e equilíbrio. No teste foi verificado um 

efeito do tratamento com MPTP [F(1,22)=8,140; p=0,0092]. Os animais tratados 

somente com MPTP apresentaram um tempo para queda superior em relação ao 

controle (p=0,0358), isto não foi evidenciado nos animais tratados com MPTP e CTEP 
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(p>0,05) (figura 39A), apesar de observarmos uma diferença entre o antes e o depois 

da administração neste grupo (p=0,0392) (figura 39B). Esses dados sugerem que a 

toxina MPTP causa um aumento no tempo de permanência no aparato.  
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Figura 39: Desempenho dos animais no Rotarod. Média ± EPM do tempo de permanência no 

aparelho depois da administração do MPTP (painel A) e comparação do antes e depois da 

administração (painel B). Análise de variância (ANOVA) de duas vias com ou sem medidas repetidas 

seguida pelo teste post-hoc Bonferroni. Animais tratados com: Salina/Veículo (SS), MPTP/Veículo 

(MPS), Salina/CTEP (SCT) e MPTP/CTEP (MPCT). *p<0,05.  

10.1.3 Força de agarre (Grip test) 

No treino, não foram observadas diferenças entre os grupos [F(3,47)=0,04084; 

p=0,9889] (figura 40A). Em relação ao teste, observamos um efeito do tempo 

[F(1,49)=5,960; p=0,0183] no grupo MPS (p=0,0146) e da interação tempo e 

tratamentos [F(3,49)=3,413; p=0,0245], embora os tratamentos não foram 

estatisticamente diferentes [F(3,490=2,410; p=0,0781]. Além disso, foi observada uma 

diferença na força de agarre nos grupos MPS e SCT com relação ao SS (Figura 40B), 

sugerindo que o MPTP e o CTEP sozinhos apresentam um efeito de aumento da força 

de agarre.  
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Figura 40: Desempenho dos animais no Teste de agarre. Média ± EPM da força de agarre em 

Newton. Análise de variância (ANOVA) de duas vias com ou sem medidas repetidas seguida pelo teste 

post-hoc Bonferroni. Animais tratados com: Salina/Veículo (SS), MPTP/Veículo (MPS), Salina/CTEP 

(SCT) e MPTP/CTEP (MPCT). *p=0,0146; & Diferente comparado ao SS. 

10.2 Parâmetros Cognitivos 

10.2.1 Memória operacional no labirinto em Y 

           Neste experimento avaliamos a memória operacional através do labirinto em Y 

no dia 13 de experimentação. Em relação a alternância espontânea observamos um 

efeito do MPTP [(F(1,55)=5,798; p=0,0194] na atenuação deste parâmetro,  o qual foi 

evidenciado estatisticamente entre os grupos SCT e MPCT (p=0,0413) (Figura 41A). 

Para descartar a possibilidade de que estas alterações observadas sejam decorrentes 

de um declínio motor foram analisadas a distância percorrida e o número de entradas 

(figura 41B e 41C). Mais uma vez verificamos um efeito da toxina sobre estes 

parâmetros ([F(1,55)=4,901; p=0,0310] e [F(1,55)=4,313; p=0,0425], 

respectivamente), o qual é apenas exibido entre os grupos SCT e MPCT, em acordo 

com o observado no campo aberto onde as alterações foram mais pronunciadas.  
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Figura 41: Desempenho dos animais na memória operacional no labirinto em Y. Média ± EPM da 

porcentagem da alternância espontânea (painel A), distância percorrida (painel B) e número de 

entradas nos braços (painel C). Análise de variância (ANOVA) de duas vias seguida pelo teste post-

hoc Bonferroni. Animais tratados com: Salina/Veículo (SS), MPTP/Veículo (MPS), Salina/CTEP (SCT) 

e MPTP/CTEP (MPCT). *p<0,05; **p<0,001.  

10.2.2 Memória de referência no labirinto aquático de Morris  

 Por fim, em relação a parâmetros comportamentais, avaliamos a memória de 

referência no MWM e todos os animais aprendem a tarefa visto que apresentam uma 

diminuição na distância percorrida [F(3,165)=118,9; p< 0,0001] no decorrer das 

sessões sem apresentar diferenças em relação aos tratamentos [F(3,55)=1,914; 

p=0,1380] (Figura 42A). Da mesma forma, todos os animais lembram da localização 

da plataforma como observado no teste comprobatório onde os grupos despendem 

maior tempo explorando o quadrante alvo em relação ao oposto [F(1,55)=345,0; 

p<0,0001] (Figura 42B). Em relação a velocidade média observamos um efeito do 

tratamento com CTEP [F(1,55)=8,888; p=0,0043] induzindo uma maior velocidade, a 

qual foi verificada no grupo MPCT em comparação com MPS (Figura 42C).  
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Figura 42: Desempenho dos animais na memória de referência no labirinto aquático de Morris. 

Média ± EPM da distância percorrida para achar a plataforma de escape (painel A), tempo de 

exploração do quadrante alvo no teste comprobatório (painel B) e velocidade média (painel C). Análise 

de variância (ANOVA) de duas vias com ou sem medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc 

Bonferroni. Animais tratados com: Salina/Veículo (SS), MPTP/Veículo (MPS), Salina/CTEP (SCT) e 

MPTP/CTEP (MPCT). *p=0,0359;****p<0,0001.  

10.3 Parâmetros Bioquímicos 

10.3.1 Imunohistoquímica da enzima tirosina hidroxilase  

 Em relação a expressão da enzima tirosina hidroxilase, os dados apresentados 

ainda são preliminares, devido ao número limitado de animais. Assim, não 

evidenciamos efeito da toxina parkinsoniana MPTP [F(1,8)=2,031; p=0,1919], embora 

há indícios de uma diminuição dos neurônios dopaminérgicos causada pela mesma. 

Também não observamos efeito do CTEP sozinho [F(1,8)=1,637; p=0,2366] nesse 

parâmetro, entretanto, no grupo MPCT não observamos a redução observada nos 

animais tratados apenas com MPTP (Figura 43). Assim, estes dados preliminares 
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sugerem que o MPTP induz a morte dos neurônios dopaminérgicos e, o CTEP foi 

capaz de reverter o mesmo.  
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Figura 43: Análise por imunohistoquímica da enzima Tirosina Hidroxilase na substância negra 

parte compacta (SNc).  Figura representativa da imunohistoquimica para as diferentes condições 

experimentais (Painel A). Média ± EPM da Representação da quantificação da imunorreatividade para 

a TH (Painel B). Análise de variância (ANOVA) de duas vias. Animais tratados com: Salina/Veículo 

(SS), MPTP/Veículo (MPS), Salina/CTEP (SCT) e MPTP/CTEP (MPCT).   
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10.4 Cultura de células 

10.4.1 Avaliação da apoptose neuronal 

 Inicialmente verificamos qual concentração de MPP+ causaria uma lesão 

significativa após 24 horas do tratamento com a toxina. Observamos uma diminuição 

dos neurônios usando as concentrações de 25 µM e 50 µM (p=0,0011 e p<0,0001, 

respectivamente) (Figura 44) indicando que a dose de 50 µM seria a melhor para ser 

utilizada. Posteriormente, o objetivo foi avaliar se o tratamento com CTEP seria capaz 

de provocar morte celular após 24 horas (Figura 45). O tratamento com CTEP 

provocou morte neural [F(4,35)=4,291; p=0,0063] na dose de 20 µM (p=0,0063), 

indicando que essa dose não seria ideal para ser utilizada. Dessa forma, decidimos 

utilizar as doses de 2,5 µM, 5 µM e 10 µM para avaliar se o CTEP diminui a apoptose 

neuronal provocada pela toxina MPP+ (50 µM), observamos que o CTEP nas doses 

de 5 µM e 10 µM diminuem a morte neuronal ocasionada pelo MPP+ [F(3,32)=3,316; 

p=0,0322] (p=0,0341 e p=0,0441, respectivamente) (Figura 46), sugerindo um 

potencial efeito neuroprotetor desse modulador. 

 

Figura 44: Avaliação da apoptose neuronal causada pela toxina MPP+ em cultura primária de 

neurônios corticais 24 horas após o tratamento. Figura ilustrativa da coloração por Hoescht para as 

diferentes condições experimentais (Painel A). Média ± EPM da da quantificação da apoptose (Painel 

B). Análise de variância (ANOVA) de uma via seguida pelo teste post-hoc 

Dunnet.**p=0,0011;****p<0,0001.  
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Figura 45: Avaliação da apoptose neuronal causada pelo CTEP em cultura primária de neurônios 

corticais 24 horas após o tratamento com CTEP. Figura ilustrativa da coloração por Hoescht para 

as diferentes condições experimentais (Painel A). Média ± EPM da quantificação da apoptose (Painel 

B). Análise de variância (ANOVA) de uma via seguida pelo teste post-hoc Dunnet.**p=0,0018. 

 

Figura 46: Avaliação do tratamento com CTEP sobre a apoptose neuronal provocada pelo MPP+ 

na dose de 50 µM em cultura primária de neurônios corticais 24 horas após o tratamento com 

CTEP. Figura ilustrativa da coloração por Hoescht para as diferentes condições experimentais (Painel 
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A). Média ± EPM da quantificação da apoptose (Painel B). Análise de variância (ANOVA) de uma via 

seguida pelo teste post-hoc Dunnet (n=7-10).*p<0,05.  

11. DISCUSSÃO 

Os sinais motores da doença de Parkinson se apresentam de diversas formas 

além dos sintomas cardinais (acinesia e bradicinesia, tremor e rigidez), apresentando-

se também como uma ampla gama de déficits motores, incluindo: distúrbios da 

marcha, dificuldade de escrita, déficits de fala, entre outros. Por serem os primeiros 

sintomas descritos da doença são os mais estudados nos diversos modelos da 

mesma. Causados pela morte dos neurônios dopaminérgicos, o que provoca uma 

diminuição na estimulação do D1R, levando a uma atenuação das interações talâmo-

corticais, enquanto a falta de estimulação mediada pelo D2R resulta em uma 

desinibição do STN originando uma estimulação glutamátergica excessiva 

(BLANDINI; PORTER; GREENAMYRE, 1996). O STN tem sido envolvido em muitas 

das alterações motoras citadas anteriormente (para revisão MOUSTAFA et al., 2016). 

Ainda, a estimulação deste núcleo tem se mostrado uma estratégia eficiente para o 

tratamento dos sinais motores (DELONG et al., 2014; LIMOUSIN; FOLTYNIE, 2019). 

A presença de mGluR5 nesta região (Apud, CONN et al., 2005), torna este receptor 

um alvo promissor para o tratamento da DP, onde sua modulação tem se mostrado 

eficiente no tratamento da DP e LID (FARMER et al., 2020; TISON et al., 2016).  

De formal geral, o tratamento com a toxina MPTP afetou os comportamentos 

motores avaliados. No teste de campo aberto, o tratamento com a toxina MPTP e o 

modulador CTEP induziram um incremento da distância percorrida na primeira 

sessão, porém esta diferença foi estatisticamente significante no grupo MPCT e SCT 

em relação ao SS. O efeito da toxina perdurou ao longo do tempo, visto que, na sessão 

do dia 12 ainda verificamos uma hiperlocomoção do grupo MPCT, enquanto a 

distância percorrida do grupo SCT retorna a níveis do grupo SS. O teste em campo 

aberto, é um dos testes comportamentais mais conhecidos, usado para avaliar o 

comportamento motor e ansiedade (SEIBENHENER; WOOTEN, 2015). Em animais 

tratados com a toxina parkinsoniana, os efeitos apresentados na literatura são 

diversos. Já foi descrita hipolocomoção (ESCAMILLA-RAMÍREZ et al., 2017; JI et al., 

2020; POTHAKOS; KURZ; LAU, 2009), hiperlocomoção (FERGUSON; LAW; 

SARKAR, 2015; HILARIO et al., 2016; TSYBKO et al., 2019),  e alguns autores não 
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observaram efeito da mesma (ALVAREZ-FISCHER et al., 2013; LUCHTMAN; SHAO; 

SONG, 2009; WANG et al., 2019a; ZHANG et al., 2017) utilizando tratamento agudo, 

subcrônico e crônico com MPTP. Ainda, no esquema de administração usado nesse 

trabalho, têm sido descrito os três resultados assinalados anteriormente (JI et al., 

2020; MORAES et al., 2016; ZHANG et al., 2017). Estas divergências podem ser 

ocasionadas pelo intervalo do teste após a última administração da toxina, assim, 

trabalhos que acompanharam a atividade locomotora ao longo do tempo observaram 

modificações motoras iniciais, um dia após o tratamento com a toxina,  as quais 

desaparecem ao longo do tempo (LI et al., 2011; SCHWARTING et al., 1999). 

          A diferença observada em comparação com os dados na habituação no 

teste de reconhecimento de objeto do capitulo 1, onde não foi evidenciado o efeito da 

toxina sobre a atividade locomotora, pode ser explicada pela dose utilizada. Visto que, 

alguns autores sugerem que doses maiores induzem esta hiperatividade 

(LUCHTMAN; SHAO; SONG, 2009; ROUSSELET et al., 2003). 

Em relação ao equilíbrio e coordenação motora, analisados através do rotarod, 

a toxina causou um aumento no tempo de queda no teste, o qual foi estatístico no 

grupo MPS em relação ao SS. Em acordo com isto os animais do grupo MPCT 

apresentaram um melhor desempenho no teste em comparação com o treino. De 

forma semelhante ao observado no campo aberto, existem diversos resultados na 

literatura, em divergência com os nossos achados, sendo que a maioria dos autores 

mostraram prejuízo nesta tarefa após a administração com MPTP (JI et al., 2020; 

LAURETTI et al., 2016; ZHAO et al., 2019b), ou não observaram efeito (FERGUSON; 

LAW; SARKAR, 2015; SEDELIS et al., 2000; WANG et al., 2019a). Já Zhang e cols., 

verificaram um aumento no tempo de queda quando comparado ao controle, após 

seis dias da última administração com MPTP usando o mesmo esquema de 

administração utilizado por nós (ZHANG et al., 2017), em concordância com nossos 

dados. Ainda, o intervalo entre a última dose de MPTP e o teste é relevante, uma vez 

que, este efeito pode ser transitório (SEDELIS et al., 2000; TILLERSON et al., 2002). 

Alguns autores sugerem que o desempenho nesta tarefa está relacionado com 

o tamanho da lesão dopaminérgica, assim, quanto maior a dose da toxina utilizada, 

pior o desempenho motor neste teste (HUTTER-SAUNDERS; GENDELMAN; 

MOSLEY, 2012). Em acordo com isto, Petroske e cols., utilizando o esquema 

subcrônico e o crônico da toxina evidenciaram prejuízo neste último, o qual foi 
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correlacionado com o dano neuronal (PETROSKE et al., 2001). Entretanto, Luchtman 

e cols. observaram um efeito bifásico do tratamento com a toxina, uma vez que o 

tratamento agudo e crônico induziu um decréscimo no tempo de queda em relação ao 

controle e o tratamento subcrônico incrementou o mesmo (LUCHTMAN; SHAO; 

SONG, 2009).  

Além disso, estas diferenças podem ser explicadas pelos diferentes aparatos 

usados, diâmetro da base de agarre, sessões de treinamento e rotação fixa ou 

crescentes. Sobre o diâmetro da base de agarre, Shiotsuki e cols. testaram dois 

protocolos, o primeiro usando uma barra de 3 cm de diâmetro e rotação crescente, 

como a utilizada por nós, no segundo, a barra possuía um diâmetro de 9 cm e rotação 

fixa de 10 rpm. Neste trabalho, somente observaram efeito do MPTP nessa última 

condição experimental, sugerindo que o teste com rotação crescente deve ser 

empregado para avaliar o desempenho motor máximo, não sendo apropriado para 

detectar modificações no aprendizado (SHIOTSUKI et al., 2010). Em concordância 

com isto, outro estudo testou duas bases de agarre, uma de 12,5 cm e outra de 22,5 

cm,  sendo visualizado dano motor somente na barra de 22,5 cm (HUTTER-

SAUNDERS; GENDELMAN; MOSLEY, 2012), indicando que a habilidade de agarre 

do camundongo é inversamente proporcional à barra. Por último, Monville e cols. 

comparando a aceleração fixa e crescente verificaram alterações motoras, 

empregando a aceleração fixa, sugerindo que a mesma é mais sensível (MONVILLE; 

TORRES; DUNNETT, 2006). 

Finalmente, a toxina MPTP induziu um aumento da força de agarre, o qual foi 

estatisticamente significante no grupo MPS em comparação ao grupo SS, ainda, este 

efeito foi evidenciado em comparação com o desempenho do treino destes animais. 

Semelhante ao descrito anteriormente, alguns autores observaram diminuição 

(MORAES et al., 2016; SINGH et al., 2017), aumento (SCONCE et al., 2015) ou sem 

alteração (FERGUSON; LAW; SARKAR, 2015; HILARIO et al., 2016) na força de 

agarre em animais tratados com MPTP. Sconce e cols., usando dois esquemas 

crônicos de administração da toxina, de 2 e 4 semanas com doses crescentes da 

mesma, verificaram um incremento da força no tratamento de 4 semanas (SCONCE 

et al., 2015).  

Em relação a lesão dopaminérgica alguns autores observaram que animais 

tratados com doses maiores da toxina apresentaram uma maior lesão dopaminérgica 
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a qual estava relacionada com um pronunciado prejuízo motor (FREDRIKSSON; 

ARCHER, 1994). Entretanto, Herlinger e cols. observaram um efeito bifásico da toxina 

2-metil-MPTP, nas doses de 2,5 mg/kg, 5mg/kg e 10mg/kg, na qual a dose 

intermediária utilizada foi a única capaz de ocasionar hipolocomoção. Esta 

modificação motora pode ser explicada pela biodisponibilidade diminuída da DA na 

fenda sináptica ocasionada pelas alterações moleculares dopaminérgicas observadas 

nesta dose, as quais induzem uma regulação negativa da mesma, não sendo 

relacionada com a extensão da morte neuronal dopaminérgica (HERLINGER et al., 

2018).  

Resumindo, esta hiperatividade motora é frequentemente evidenciada em 

modelos murinos da doença de Parkinson utilizando a toxina parkinsoniana MPTP. 

Existem hipóteses que podem explicar esse efeito. Alguns autores sugerem que a 

hiperatividade é resultado de um efeito compensatório da morte dos neurônios 

dopaminérgicos através do incremento dos níveis de serotonina (MAITI; GREGG; 

MCDONALD, 2016; MITRA; MOHANAKUMAR; GANGULY, 1992). De fato, após o 

tratamento com MPTP foram observados níveis elevados de serotonina e 

hiperlocomoção a qual não foi evidenciada em animais tratados concomitantemente 

com uma neurotoxina serotoninérgica (CHIA et al., 1996). Outros trabalhos propõem 

a hipersensibilização pré-sináptica de D1R devido à perda severa dos neurônios 

dopaminérgicos (DING; LI; ZHOU, 2015; GERFEN et al., 2002). Ainda, animais 

tratados com MPTP apresentaram uma hiperlocomoção e incremento do RNAm deste 

receptor, e, em contrapartida, animais previamente expostos ao ambiente enriquecido 

não exibiram nenhuma das mudanças citadas (HILARIO et al., 2016). Por fim, outros 

autores atribuem este efeito a um aumento dos níveis de noradrenalina (NA). 

Rommelfanger e cols. sugerem que animais tratados com o esquema agudo de MPTP 

nem sempre apresentam alterações motoras, indicando que os danos motores podem 

ser advindos de outros sistemas de neurotransmissão como a NA (ROMMELFANGER 

et al., 2007). Ainda, o MPTP não causa lesão destes neurônios (GIBB et al., 1989; 

LANGSTON et al., 1984) e induz um aumento dos níveis de NA no estriado (MAITI; 

GREGG; MCDONALD, 2016; ZHANG et al., 2017), o qual pode ser um efeito 

compensatório da perda dos neurônios dopaminérgicos.  

Em relação aos testes cognitivos, observamos um efeito do MPTP na memória 

operacional no labirinto em Y e o tratamento com CTEP não foi capaz de reverter esse 
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efeito. Ainda, esta modificação não é decorrente de prejuízos motores, uma vez, que 

observamos um incremento da distância percorrida com a toxina. Como mencionado 

no capítulo 1, as alterações na memória operacional são frequentes em pacientes com 

DP e as mesmas têm sido evidenciadas em modelo animal da doença (AMIN; 

HASSAN; RASHED, 2018; LI et al., 2011; YADAV; PANDEY; SINGH, 2017). 

Entretanto, alguns autores  não observaram os mesmos efeitos como já descrito no 

capítulo 1 (MORIGUCHI; YABUKI; FUKUNAGA, 2012). Ainda, não evidenciamos 

efeito da toxina MPTP e do modulador alostérico CTEP na memória de referência 

avaliada no labirinto aquático de Morris. Diversos trabalhos têm mostrado alterações 

neste parâmetro cognitivo (DEGUIL et al., 2010; WANG et al., 2018, 2019b), 

entretanto, alguns fatores interferem nestes resultados como já discutido no capítulo 

1. Ainda vários autores identificaram alterações morfológicas no hipocampo após o 

tratamento com a toxina fortalecendo estas observações (CASTRO-HERNÁNDEZ; 

ADLARD; FINKELSTEIN, 2017; HSIEH et al., 2017; WANG et al., 2010; ZHANG et al., 

2018b).  

Em relação ao CTEP verificamos uma hiperlocomoção transitória no campo 

aberto, a qual parece ter induzido um efeito sinérgico com a toxina MPTP no grupo 

MPCT. Além disso, a mesma não foi capaz de reverter a hiperatividade motora 

ocasionada pela toxina MPTP nos testes avaliados anteriormente. Estudos mostraram 

que o bloqueio agudo do mGluR5 via intraperitoneal altera a atividade locomotora 

espontânea entretanto, este efeito parece ser transitório (RIBEIRO et al., 2014), em 

acordo com nossas observações. Ainda, animais nocaute para este receptor 

apresentaram uma hiperlocomoção e melhora na coordenação motora (RIBEIRO et 

al., 2014). Além disso, Abd-Elrahman e cols. não observaram efeito isolado do CTEP 

no teste de força, rotarod e campo aberto em modelo animal da Doença de Huntington 

(ABD-ELRAHMAN et al., 2017). 

Nos testes cognitivos avaliados neste trabalho, o CTEP não foi capaz de 

reverter o efeito ocasionado pela toxina na memória operacional, e isso pode ser 

ocasionado pelo tempo de tratamento, visto que, Hsieh e cols. verificaram melhora na 

memória operacional e de reconhecimento de objeto após 14 dias de tratamento com 

MPEP, em modelo animal da DP (HSIEH et al., 2012). Ainda, em modelo animal da 

doença de Alzheimer, o tratamento crônico (3 meses) com CTEP foi capaz de reverter 

os prejuízos cognitivos da doença no teste de reconhecimento de objeto e MWM, 
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enquanto o tratamento agudo (5 dias) não apresentou o mesmo efeito (HAMILTON et 

al., 2016). De acordo, Farmer e cols. observaram a completa reversão dos efeitos 

motores da toxina 6-OHDA após 12 semanas de tratamento, assim como a 

recuperação das fibras estriatais (FARMER et al., 2020).  

Ainda, nossos dados sugerem que o MPTP induziu a morte dos neurônios 

dopaminérgicos na parte compacta da substância negra, a qual é amplamente 

descrita na literatura (DEHMER et al., 2004; XIAO-FENG et al., 2016), e o tratamento 

com CTEP reverteu os mesmos. No único trabalho usando CTEP sobre a doença de 

Parkinson, os autores, verificaram que o CTEP promoveu uma recuperação de fibras 

dopaminérgicas no estriado, embora este efeito não foi observado na SNc (FARMER 

et al., 2020). Entretanto, outros trabalhos utilizando NAM para o receptor mGlu5, 

observaram uma recuperação destes neurônios na SNc (CHEN et al., 2011; HSIEH et 

al., 2012; ZHANG et al., 2021). 

Por fim, no cultivo primário de neurônios corticais observamos que o tratamento 

com CTEP nas doses de 5 µM e 10 µM foi capaz de reverter a apoptose neuronal 

ocasionada pela toxina MPP+. A coloração de Hoechst foi utilizada para visualizar a 

integridade nuclear com o objetivo de detectar células apoptóticas através da 

condensação e fragmentação nuclear. A presença do receptor mGlu5 tem sido 

relacionada à facilitação da apoptose em astrócitos por meio da ativação da 

fosfolipase C (PAQUET et al., 2013). Da mesma forma, o glutamato induziu morte 

neuronal em cultura de célula e o tratamento com  MPEP reverteu a mesma, enquanto, 

o tratamento com o agonista do receptor mGlu5 aumentou a apoptose (LI et al., 2017). 

Esses resultados mostram que a inibição do mGluR5 desempenha um papel 

neuroprotetor da neurotransmissão glutamatérgica excessiva. Ainda, o CTEP reverteu 

a apoptose em fatias do estriado em modelo animal da doença de Huntington (ABD-

ELRAHMAN et al., 2017). Em relação a DP, Xia e cols. verificaram que o tratamento 

com MPEP diminui os danos ocasionados ao DNA pela rotenona em células (XIA et 

al., 2015). Todas estas evidências corroboram as nossas observações do efeito 

neuroprotetor do CTEP sobre a apoptose in vitro.  

Em resumo, no capítulo 2 observamos que o MPTP provoca hiperatividade 

motora e déficit na memória operacional, e as mesmas não foram revertidas pelo 

tratamento com CTEP, possivelmente pelo curto tempo de duração do mesmo. 

Entretanto, o CTEP induziu uma menor perda neuronal dopaminérgica na SNc. Além 
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disso, em cultura primária de neurônios corticais o tratamento com CTEP diminuiu a 

apoptose induzida pela toxina MPP+. No entanto, estudos complementares são 

necessários para corroborar esta hipótese. Sendo interessante concluir estes 

experimentos iniciais e utilizar um tratamento mais prolongado com o CTEP em 

modelo animal da DP. 

12. CONCLUSÕES DO CAPÍTULO 2 

• A toxina parkinsoniana MPTP na dose de 30 mg/kg induziu uma hiperatividade 

motora nos testes de campo aberto, rotarod e teste de força de agarre;  

• A toxina parkinsoniana MPTP na dose de 30 mg/kg induziu alterações 

cognitivas na memória operacional no labirinto em Y; 

• O tratamento com CTEP na dose de 2 mg/kg não reverteu as alterações 

provocadas pela toxina MPTP;  

• O tratamento com CTEP na dose de 2 mg/kg induziu uma hiperlocomoção 

transitória e aumento da força no teste de força de agarre;  

• O tratamento com CTEP na dose de 5 µM e 10 µM diminuiu a apoptose 

provocada pela toxina MPP+ na dose de 50µM;  

13. CONCLUSÃO GERAL 

No presente trabalho, no capítulo 1, demostramos a exposição ao ambiente 

enriquecido pode ser utilizado como uma ferramenta complementar no tratamento da 

doença de Parkinson, visto que, preveniu as alterações cognitivas causadas pela 

toxina MPTP, entretanto não foi capaz de prevenir a morte dos neurônios 

dopaminérgicos da parte compacta da Substância Negra.  Enquanto no capítulo 2, 

sugerimos que o CTEP, modulador alostérico negativo do mGluR5, é um potencial 

fármaco no tratamento da DP, visto que atenuou a lesão provocada pela toxina MPTP 

e diminuiu a apoptose induzida pela toxina MPP+. 
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