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RESUMO

A Doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum
no mundo e €é caracterizada pela morte dos neurdnios dopaminérgicos da parte
compacta da substancia negra (SNpc). Embora a DP seja definida como uma
doenca motora, atualmente uma série de evidéncias mostram que pacientes com DP
apresentam declinio e outras alteragbes cognitivas. O declinio cognitivo tem sido
descrito frequentemente nos estagios mais precoces da doenca, antes mesmo dos
sintomas motores, sendo que, com o curso da doencga, a sua magnitude aumenta. O
tratamento farmacologico da DP tem sido baseado nareposicdo dos niveis de
dopamina (DA), utilizando-se o precursor dopaminérgico 3,4-dihidroxifenilalanina (L-
DOPA) e/ou o0 uso de agonistas dopaminérgicos. Contudo, esses medicamentos néo
previnem o avanco da doenca e agem somente sobre os sintomas motores, n&o
sendo efetivos na melhora dos aspectos cognitivos do individuo. O ambiente
enriquecido (AE) é um paradigma que tem se mostrado efetivo na prevencdo de
Varios processos neurodegenerativos, principalmente em modelos experimentais. O
AE consiste na manipulagdo das condicdes de moradia, exposicdo de animais a
diversos estimulos cognitivos, motores e somatossensoriais. Varios estudos revelam
que a exposi¢cdo a um AE induz mudancas morfolégicas, bioquimicas e moleculares,
o que reflete em facilitacdo cognitiva, prevencdo de doencgas neurodegenerativas e
atenuacdo dos efeitos do estresse, da ansiedade e da depressdao. No presente
estudo, investigamos se a exposicdo a um ambiente enriquecido € capaz de prevenir
as alteracBes motoras, cognitivas, bioquimicas e moleculares num modelo murino de
DP, induzido pela droga parkinsoniana 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP). O MPTP induziu hiperlocomocéo e déficit de forca muscular, os quais foram
completamente prevenidos pela exposicdo a um AE. No contexto bioquimico, o AE
ndo preveniu a deplecdo dopaminérgica induzida pelo MPTP no estriado, entretanto,
retardou e preveniu, respectivamente, a deplecdo de DOPAC e HVA nesta regidao. A
administracdo de MPTP, assim como a exposi¢cdo a um AE, ndo induziu alteracdes
na expressao génica do sistema dopaminérgico na regido mesencefélica. Nessa
mesma regido, o MPTP induziu a diminuicdo da expressao génica da enzima colina
acetiltransferase (ChAT) e aumento da expressdo da enzima acetilcolinesterase
(AChE) e do receptor muscarinico (M1R). O AE foi capaz de prevenir apenas o
aumento da expressdo do M1R. Utilizando o labirinto aquéatico de Morris, nem o
MPTP nem a exposicdo a um AE induziram, respectivamente, déficit e facilitacéo
cognitiva nas tarefas de memodria de referéncia e memoria de trabalho (MT).
Adicionalmente, nenhuma alteracdo na expressao génica do sistema dopaminérgico
e colinérgico foi observada no cortex pré-frontal. Nesse contexto, nossos resultados
evidenciam o potencial neuroprotetor que a exposicdo a um AE tem frente a DP.

Palavras chave: Doenca de Parkinson; ambiente enriquecido; neuroprotecao.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative disease in
the world, characterized by dopaminergic neurodegeneration of substantia nigra pars
compacta (SNpc). Although PD has been defined primarily like a motor disorder,
currently a wide range of evidences has shown cognitive impairment in PD patients.
Frequently, the cognitive impairment has been described in early stages of PD, even
before the motor abnormalities and increases with the disease progression. The
pharmacotherapy of PD has been based on replacement of the striatal dopamine
(DA) levels with the dopaminergic precursor L-DOPA and/or dopaminergic agonists
in order to mitigate the motor abnormalities. However, this pharmacotherapy neither
prevents the disease progression nor reduces the cognitive impairments in these
patients. The enriched environment (EE) is a paradigm that has been effective in
preventing of several neurodegenerative processes, mainly in experimental models.
The EE consists on the manipulation of the housing conditions, exposes the animals
to diverse cognitive, motor and somatosensory stimuli. Several studies have
demonstrated that EE induces morphological, biochemical and molecular changes,
reflected in cognitive enhancing, neuroprotection and attenuation of stress, anxiety
and depression effects. In this study, we investigated whether EE could prevent the
motor, cognitive, biochemical and molecular abnormalities in a murine model of PD,
induced by the drug 1-metil -4-fenil-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP). The EE
prevented completely the muscle strength deficit and the hyperlocomotion induced by
MPTP. Our biochemical data show that EE did not prevent the dopaminergic striatal
depletion MPTP-induced, however, it was able to slow down and prevent,
respectively, the DOPAC and HVA depletion. Neither MPTP nor EE caused changes
in the gene expression of the midbrain dopaminergic system. As for cholinergic
system in midbrain, MPTP induced a decrease in gene expressions of the choline
acetyltransferase (ChAT) and increase of the both acetylcholinesterase (AChE) and
the M1 muscarinic receptor (M1R). Using the Morris water maze, neither MPTP nor
exposion to EE induced, respectively, cognitive deficits and enhancing in the
reference and working memory (WM) tasks. Furthermore, no changes in gene
expression of dopaminergic and cholinergic systems were reported in the prefrontal
cortex. In this context, our results showed the neuroprotective potential of EE against
the PD.

Keywords: Parkinson's disease; enriched environment; neuroprotection.
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1. Introducéo

1.1. A doencade Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) foi primeiramente descrita pelo médico britanico
James Parkinson, em sua famosa monografia An essay on the shaking palsy, de
1817, na qual a descreveu como uma "paralisia agitante" (TEIVE; MENEZES, 2003).
Jean Charcot, posteriormente, adicionou mais informacfes a descricdo inicial do
quadro clinico, como a micrografia (caligrafia com letras pequenas que se reduzem
progressivamente), presenca de alteracdo postural, rigidez muscular, bradicinesia
e ainda sugeriu a mudanca do nome da enfermidade para doenca de Parkinson, em
homenagem ao autor da primeira descricdo (DUVOISIN, 1991). Além disso, ele
também discordou do britdnico em relacdo a conservacdo de algumas funcdes
corticais e demonstrou a presenca de comprometimento da memoaria e disfungdes
cognitivas nesses pacientes (MENESES; TEIVE, 1996).

A DP é uma enfermidade neurodegenerativa e progressiva caracterizada pelo
tremor de repouso, rigidez muscular, instabilidade postural, desequilibrio, acinesia
e/ou hipocinesia (CICCHETTI et al, 2009; FRISINA et al, 2009; FUCHS et al, 2004;
GUIMARAES; ALEGRIA 2004; LEE; LIU, 2008). Essas anormalidades motoras s&o
irreversiveis e geralmente se tornam incapacitantes com o avanco da doenca
(GOMES; DEL BELLI, 2003; SCHAPIRA et al, 2006).

Em 1960, republicado em 1998, Ehringer e Hornykiewicz elucidaram a
génese neuroquimica da DP ao demonstrar que a concentracdo de dopamina (DA)
da parte compacta da substancia negra (SNpc) e do nucleo estriado era infima em
encéfalos post-mortem de pacientes com DP. Juntamente com esses achados, a
observacdo da despigmentacdo da SNpc foi associada a macica morte de neurbnios
dopaminérgicos da via nigroestriatal (Fig. 1) (BARTELS; LEENDERS, 2009;
GERLACH; RIEDERER, 1996; HORNYKIEWICZ, 2006; LEE; LIU, 2008; DAUER,;
PRZEDBORSKI, 2003). Uma segunda caracteristica, porém fisiopatologica, € a
presenca de inclusdes eosinofilicas citoplasmaticas denominadas corpusculos de
Lewy em diversas regides mesencefalicas (CICCHETTI et al, 2009; LEE; LIU, 2008).
Esses corpusculos sdo caracterizados e compostos por agregados proteicos de
parkina, ubiquitina e a-sinucleina (BLANDINI et al, 2000; ELBAZ;,TRANCHANT, 2007,
HAGAN et al, 1997; KORCZYN, 1995).
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Dados epidemiolégicos revelam que a DP é a segunda doenca
neurodegenerativa mais frequente entre as pessoas idosas, ficando somente atras
da doenca de Alzheimer, com prevaléncia de até 2% (BARTELS; LEENDERS,
2009; ELBAZ; TRANCHANT, 2007; LEES et al, 2009; MANOR et al, 2009). A média
de idade para ocorréncia da DP é de 55 anos, sendo que o risco de desenvolvimento
pode aumentar em cinco vezes por volta dos 70 anos de idade (HALD;
LOTHARIUS, 2005).

O comprometimento dos niveis de DA e da transmissdo dopaminérgica sao
0S principais responsaveis pelos sintomas motores observados na doenca. Esse
comprometimento influencia diretamente a atividade da via nigroestriatal e dos
componentes responsaveis pelo controle da atividade motora, os ganglios da base.
(DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; GOODMAN; GILMAN, 2012). As orquestradas
eferéncias e aferéncias de impulsos neuromotores dos ganglios da base para o
talamo e cértex, e, vice-versa, séo vitais para o planejamento e execucéo do correto
movimento (WICHMANN; DELONG, 1999).

A.Normal B. Doenca de
Parkinson

Caudado

g
Putimen /
| f

Fig. 1: Esquema simplificado da via nigroestriatal normal (A) e na DP (B) mostrando a
despigmentacdo da SNpc e consequente degeneracdo da via nigroestriatal, e em (C)
imunohistoquimica mostrando os chamados corplsculos de Lewy em neurbnios
dopaminérgicos na SNpc. Adaptado de: DAUER; PRZEDORSKI (2003).
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1.2. Neurotransmisséo dos ganglios da base

Os ganglios da base séo constituidos por um grupo de nudcleos que atuam
conjuntamente, sendo eles: estriado (caudado e putamen), globo palido e suas
partes interna (GPi) e externa (GPe), nucleo subtalamico (STN), parte compacta da
substancia negra (SNpc) e parte reticulada da substancia negra (SNpr) como
mostrado esquematicamente na figura 2 (NICHOLSON; PEREIRA; HALL, 2002).
Esses nucleos funcionam colateralmente como um sistema modulador, regulando o
fluxo das informagdes provenientes do cortex cerebral para os neurdnios motores da
medula espinal (GOODMAN; GILMAN, 2012). A DA liberada pelos neurdnios da
SNpc no estriado é vital na coordenacdo da atividade dos ganglios da base
(GRAYBIEL, 2005). Além disso, o estriado recebe projecBes glutamatérgicas de
varias areas do cérebro. A grande maioria dos neurénios presentes no estriado, por
volta de 95%, sdo gabaérgicos, 0s quais inervam as estruturas citadas acima. Uma
menor parte desses neurbnios sdo interneurdnios colinérgicos (Chls) (GOODMAN;
GILMAN, 2012; LIM; KANG; McGEHEE, 2014).

NPP )

Normal Parkinsonismo
( T \ s T \
( Cortex ) __ Cortex )
J
Y Estriado) '
i striado z
Estriado (omlvant)
-— <y
D:2[[D1 H
SNpc SNpc
GPe GPe
h ]
koo STN|->(;P1/5Np - STN -G
|
3 \
Tronco cerebral/ 41@) Tronco cerebral/ 6
b

Medula espinal Medula espinal

Fig. 2: Circuitaria basica dos génglios da base. Os nucleos da base regulam o fluxo das
informacgdes provenientes do cortex cerebral para os neurdnios motores da medula espinal.
A DA liberada pelos neurénios da SNpc no estriado exerce papel vital na coordenacao da
atividade dos nucleos da base, através dos receptores DIR e D2R. A esquerda, esta
demonstrado o funcionamento em individuos normais e a direita o funcionamento em
individuos com DP. SNpc = parte compacta da substancia negra; SNpr = parte reticulada da
substancia negra; GPe = globo pélido externo; GPi = globo pélido interno; STN = nucleo
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subtalamico; NPP = nucleo pedundulopontino; CM, VA e VL = nlcleos talamicos: centro-
medial, ventro-anterior e ventro-lateral, respectivamente. Setas vermelhas: projecdes
glutamatérgicas (excitatérias); setas pretas: projecdes GABAérgicas (inibitérias). Adaptado
de: WICHMANN; DELONG, 1999.

A inervacdo eferente do estriado estende-se ao longo de dois trajetos
diferentes, conhecidos como vias direta e indireta. A via direta é formada pelos
neurdnios estriatais que se projetam para o GPi e SNpr, resultando na menor
inibicdo do talamo e consequente aumento da atividade talamo-cortical, que facilita o
movimento. A via indireta € composta pelos neurbnios estriatais que se projetam
para o GPe, que por sua vez se projetam para o nucleo subtalamico, gerando
estimulos eferentes para o GPi e SNpr, levando a reducdo da saida dos estimulos
excitatorios do talamo para o cortex cerebral, inibindo o movimento (LIM; KANG;
McGEHEE, 2014).

A DA ¢é sintetizada pelos neurdnios dopaminérgicos pela hidroxilacdo do
aminoacido L-tirosina a L-DOPA pela enzima tirosina hidroxilase (TH) como
mostrado na figura 3. O composto L-DOPA sofre descarboxilagdo pela acdo da DA
descarboxilase formando DA, que é entdo alocada em vesiculas sinapticas pelo
transportador vesicular de monoaminas 2. Em resposta ao potencial de acdo, a DA é
liberada na fenda sinaptica e liga-se a seus receptores pOs e pré-sinapticos. A acao
desse neurotransmissor € terminada pela sua recaptacao ativa pelo transportador de
dopamina (DAT) e a DA pode ser novamente alocada em vesiculas sinapticas ou ser
degradada enzimaticamente. Os neurbnios dopaminérgicos degradam a DA em
acido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC) pela acdo da monoamina oxidase (MAO-A).
O metabdlito DOPAC difunde-se para fora das células dopaminérgicas onde pode
ser convertido a acido homovanilico (HVA) pela enzima catecol-O-metiltransferase
(COMT). Concomitantemente, parte da DA nao recaptada é degradada por outras
células, como as células da glia, que convertem 0 neurotransmissor em 3-
metoxitiramina (3-MT) e este metabolito € oxidado principalmente pela moniamino
oxidase B (MAO-B) para formar HVA (ZABORSZKY; VADASZ, 2001).
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Fig 3: (A) Transmissdo dopaminérgica, (B) sintese e metabolismo da DA. A DA é sintetizada
pelos neurdnios dopaminérgicos pela hidroxilagdo do aminoacido L-tirosina a L-DOPA pela
enzima TH. O composto L-DOPA sofre descarboxilagdo pela acdo da dopamina
descarboxilase, formando DA. Os neurbnios dopaminérgicos degradam a DA em DOPAC
pela acdo da monoamina oxidase (MAO-A). O metabdlito DOPAC difunde-se para fora das
células dopaminérgicas, podendo ser convertido a HVA pela enzima catecol metiltransferase
(COMT). A DA que néo foi recaptada é degradada por células da glia, que a convertem em
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3-metoxitiramina (3-MT), que é posteriormente oxidado pela MAO-B para formar HVA.
Adaptado de GOLAN; TASHJIAN, 2009.

Como mostrado na figura 2, a DA exerce um efeito diferenciado nas vias
direta e indireta dos ganglios da base (GERFEN et al, 1990; STRAUB et al, 2014
LIM; KANG; McGEHEE, 2014). A sinalizacado da DA é mediada por cinco receptores
dopaminérgicos acoplados a proteina G (D1R-D5R). Estes receptores sao divididos
em duas classes, baseado na proteina G a qual estdo acoplados. D1IR e D5R
estimulam as proteinas Gsjor, €nquanto os D2R, D3R e D4R estimulam Gy e G;j
(NEVE et al, 2004). Os neurdnios estriatais da via direta expressam principalmente o
receptor excitatorio D1R, enquanto os que constituem a via indireta expressam
predominantemente o receptor inibitério D2R (LIM; KANG; McGEHEE, 2014). A
liberacdo adequada de DA da substancia negra favorece, por meio da ativacdo dos
D1R, a atividade da via direta, que deve ser facilitada para que o cortex motor
suplementar se torne ativo antes e durante os movimentos. J& a ativagdo dos D2R
da diminui a atividade da via indireta. Considerando ainda a figura 2, num paciente
com DP, a morte dos neurbnios dopaminérgicos da SNpc e 0 consequente
comprometimento da ativacdo dos receptores dopaminérgicos no estriado geram
alteracfes na atividade das duas vias, com predominio da atividade da via indireta
(LIM; KANG; McGEHEE, 2014). Ocorre, entdo, um aumento da atividade neuronal
do GPi e SNpr, culminando com uma inibicdo excessiva do sistema talamo-cortical.
Além disso, essa reducédo da transmissdo dopaminérgica desencadeiaa a diminui¢ao
da atividade neuronal do GPe e desinibicdo do ndcleo subtalamico, que também
resulta em inibicao talamo-cortical. Essa excessiva inibicdo do sistema cortical motor
e o0s niveis insuficientes de DA para ativar os receptores D1R e D2R desencadeiam
um comprometimento da estimulacdo da via direta e da inibicdo da via indireta o que
leva o paciente com DP apresentar os sintomas caracteristicos da doenca (STRAUB
et al, 2014 LIM; KANG; McGEHEE, 2014). Corroborando com isso, estudos
eletrofisiol6gicos, que avaliaram a atividade de varias estruturas dos ganglios da
base e do mesencéfalo em pacientes com DP, revalam um STN hiperativo
demonstrando que tais sintomas s&o verdadeiramente oriundos da maior atividade
da via indireta em relacdo a via direta. (NICHOLSON; PEREIRA; HALL, 2002,
STRAUB et al, 2014; LIM; KANG; McGEHEE, 2014) (figura 2).

Os sistemas de neurotransmissores ndo trabalham isoladamente. Eles s&o

integrados anatomicamente e funcionalmente como uma rede de maneira direta e/ou
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indireta através de juncdes sinapticas (TSUKADA et al, 2000). Embora muitas
doencas neuropsiquidtricas e neurodegenerativas sejam atribuidas ao
comprometimento de um Unico sistema de neurotransmissores, a progressao destas
pode influenciar e modular outros sistemas (TSUKADA et al, 2000).

O estriado possui altos niveis de acetilcolina (ACh), de colina acetiltransferase
(ChAT) e acetilcolinesterase (AChE), que s&o, respectivamente, as enzimas de
sintese e degradacdo deste neurotransmissor, bem como os varios tipos de
receptores muscarinicos (M1R-M5R) e os receptores nicotinicos alfa 7 (a7NR) e alfa
4 beta 2 (04B2NR) que fazem a mediacdo dos efeitos pré e pés-sinapticos (LIM;
KANG; McGEHEE, 2014). Os Chls, aproximadamente 1 a 5% da populag&o neural,
sao a principal fonte de ACh do estriado e se ramificam em centenas de milhares de
projecbes que modulam fortemente a atividade das vias direta, indireta e de outras
estruturas dos ganglios da base (XIANG et al, 2012, STRAUB et al, 2014 LIM;
KANG; McGEHEE, 2014).

O controle da liberacdo de Ach pelos Chls se da principalmente pelas
aferéncias dopaminérgicas da SNpc (LIM; KANG; McGEHEE, 2014). Estudos
revelam que a DA estimula a liberacdo de Ach via D1R e D5R e inibe via D2R
(AJIMA et al, 1990; BERTORELLI; CONSOLO, 1990; DAMSMA et al, 1990;
GOMEZA et al, 1999; BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011).

Muitos trabalhos vém mostrando, tanto em modelos animais quanto em
pacientes com DP, que a morte dos neurbnios dopaminérgicos da SNpc
desencadeia aumento do ténus colinérgico nos ganglios da base, o que gera um
aumento da atividade da via indireta e diminuicdo da atividade da via direta
(DEBOER et al, 1993; HRISTOVA,; KOLLER, 2000). Sem duvida, este mecanismo
concorda com o fato de que os agentes anticolinérgicos sdo capazes de restaurar o
balanco entre ACh e DA nessa regido e apresentarem eficacia comprovada no
tratamento dos sintomas motores da DP (CHEN; SWOPE, 2007; XIANG et al, 2012).
N&o obstante, uma ampla gama de estudos, basicos e clinicos, relata que o sistema
colinérgico pode estar suprimido em decorréncia da deplecdo dopaminérgica
observada na DP tanto nos ganglios da base quanto em outras regides menos
subcorticais do cérebro (CHUNG et al, 2010; BOHNEN; ALBIN, 2011; MULLER;
BOHNEN, 2013; HAGINO et al, 2015).

Baseado nisso, a integracdo entre os sistemas dopaminérgico e colinérgico &

critica para a compreensao das manifestacées motoras e cognitivas observadas em
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pacientes com DP (GOMEZA et al, 1999; MULLER; BOHNEN, 2013; HAGINO et al,
2015)

1.3. EtiologiadaDP

Os mecanismos e fatores subjacentes ao processo neurodegenerativo na
DP ainda sdo pouco conhecidos, embora muitas evidéncias sugiram que o
desenvolvimento deste processo seja multifatorial (REALE et al, 2009; SING;
DIKSHI, 2007). Estudos basicos e clinicos realizados nas Ultimas décadas tém
revelado muito sobre a patogénese da DP. As principais hipoteses pontuam que a
neuroinflamacao, estresse oxidativo e apoptose, condi¢cao genética do individuo e a
exposicdo a certas condi¢des ambientais contribuem para o desenvolvimento do
quadro clinico (CHEN; LE, 2006; DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; SINGH; DIKSHI,
2007).

Os neurbnios sao particularmente vulneraveis a processos inflamatérios por
sua grande diferenciagao celular e relativa incapacidade de se dividir. Em processos
inflamatorios precoces, 0 sistema imune inato € ativado e dirige uma cascata de
eventos que implicam no recrutamento do sistema imune adaptativo (GAO et al,
2003).

Na DP, a formacdo dos corpusculos de Lewy por si s6 € capaz de ativar a
acao neurotodxica do sistema imune inato que esta relacionado com linhagens de
células de mieloides. Essas linhagens séo as primeiras linhas de defesa do encéfalo
a responderem a qualquer injuria cerebral (MOSLEY et al, 2006).

O aumento da atividade das células da microglia, que é persistente em
pacientes com DP, libera inUmeros fatores neuroinflamatérios como, por exemplo, o
fator maturador da glia (GMF) o qual desencadeia 0 aumento de expresséo do fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1B) e da cicloxigenase-2
(COX-2) e das prostaglandinas (PGs) (BARBOSA et al, 2006; HALD; LOTHARIUS,
2005; MOSLEY et al, 2006; KHAN et al, 2015). Os processos inflamatérios
associados ao aumento de expressdo do TNF-a, IL-1B, COX-2 e as altas
concentracbes de PGs estdo envolvidos em eventos deletérios que promovem a
neurodegeneracdo de neurdnios dopaminérgicos da SNpc (LIMA et al, 2006;
TEISMANN et al, 2003; KHAN et al, 2015).

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre a formacéo e a

neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), sendo esta uma das causas
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do dano neuronal observado em véarias doencas neuroldgicas incluindo a DP
(MOSLEY et al, 2006). Regibes encefélicas ricas em catecolaminas, como a SNpc,
podem ser mais sensiveis a geracdo de ROS (MOSLEY et al, 2006). A
metabolizacdo da DA em neurdnios dopaminérgicos pode favorecer o ambiente
para a producdo de peréxido de hidrogénio (H,0O,), anion superdxido (O,.) e DA-
quinona. Adicionalmente, esses neurbnios possuem uma menor reserva
mitocondrial em relacéo a outras populacdes neuronais, 0 que torna esta regido do
mesencéfalo particularmente mais suscetivel aos efeitos nocivos desses ROS
(DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; PREDIGER et al, 2010). Niveis elevados de
H,O, podem reagir com o grupo heme de certas proteinas, como a hemoglobina e
o citocromo, gerando o radical hidroxila (HO), o qual é capaz de oxidar
carboidratos, lipidios, proteinas e o acido desoxirribonucleico (DNA) (BARBOSA et
al, 2006; MOSLEY et al, 2006). Adicionalmente, O, e a DA-quinona podem reagir
com residuos proteicos de cisteina, danificando véarias proteinas celulares
(DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

A expressdo de genes tidos, em sua maioria, COmo oncogenes, caracteriza a
morte por apoptose. Por exemplo, a expressdo de genes como o bax e bcl-x facilita
as vias que determinam a morte celular, ja a expressao de bcl-2 e bcl-xL facilitam as
vias relacionadas aos processos pré-vida da célula (LEV et al, 2003).

Estudos realizados tanto in vivo quanto in vitro demonstram que 0 aumento
da expressao de genes pro-apoptose de neurdnios dopaminérgicos da SNpc € um
evento diretamente relacionado com o processo de neurodegeneragdo na DP
(BATTISTI et al, 2008; MLADENOQOVIC et al, 2004; NOVIKOVA et al, 2006; SINGH,;
DIKSHIT, 2007).

E importante ressaltar que cerca de 10 a 20% dos pacientes com DP
apresentam um histérico familiar da doenca o qual pode ser tanto autossémico
dominante como autossémico recessivo (ELBAZ; TRANCHANT, 2007; LEE; LIU,
2008). As alteragbes genéticas relacionadas afetam principalmente os genes de
codificacdo da o-sinucleina, parkina e componentes do sistema proteassémico (ELBAZ;
TRANCHANT, 2007; LEE; LIU, 2008).

Além disso, um amplo namero de evidéncias revela que a exposicdo a
agentes ambientais especificos e até certos habitos podem influenciar e determinar
o desenvolvimento do processo neurodegenerativo em individuos geneticamente

susceptiveis (MENESES; TEIVE, 1996). A exposicdo a metais, toxinas, inseticidas,



24

pesticidas e herbicidas tem se destacado como um importante fator associado ao
aumento do risco de desenvolvimento da DP nessa populagdo (GORELL et al,
1998; GORELL et al, 1999; HERNANDEZ-MONTIEL, 2006).

1.4. Neurociéncia translacional dos aspectos cognitivos da
DP

Embora a DP seja definida e caracterizada como uma doenca motora,
atualmente € bem aceito que pacientes com DP manifestem declinio e outras
alteracbes cognitivas. O declinio cognitivo tem sido descrito frequentemente nos
estagios mais precoces da doencga, antes mesmo dos sintomas motores, sendo que,
com o curso da doenca a magnitude deste aumenta (MORIGUCHI; YABUKI,;
FUKUNAGA, 2012).

Geralmente as alteragbes cognitivas precoces mais comuns sao agquelas
relacionadas a memoaria declarativa e as habilidades operacionais complexas como
o foco atencional, memoria operacional ou de trabalho (MT) e flexibilidade cognitiva,
as quais dependem da integridade funcional do hipocampo e cortex pré-frontal
(CPF). Essas alteragbes tém profundos efeitos nos aspectos que envolvem
iniciativa, tomada de decisdo, planejamento e a efetiva realizacdo de uma
determinada tarefa ou acdo pelo individuo (SAYKINS et al, 2004).

Recentemente, Pfeiffer et al. (2013), em um estudo clinico realizado num
grande hospital da Dinamarca, descreveram e caracterizaram o perfil cognitivo de
pacientes com DP precoce que ndo possuiam comorbidades psiquiatricas. O
estudo, que contou com 86 pacientes com idades de 40 a 70 anos, revelou que 69
% dos pacientes mostravam comprometimento da memoria declarativa, 54%
disfuncdes executivas, 46% anormalidades visuoespaciais e 35% déficits de atencao
e MT. Além disso, o prejuizo cognitivo observado foi relacionado a um maior nivel de
bradicinesia, rigidez postural e simetria axial consoante a escala unificada da DP
(UPDRS - Unified Parkinson Disease Rating) (PFEIFFER et al, 2013).

O conhecimento acerca da etiologia, fisiopatologia e terapéutica da DP ainda
nao é totalmente claro. Por isso, o uso de modelos animais é fundamental para
ampliar a compreensdo dos mecanismos patogénicos da doenca e para a busca de
novas abordagens terapéuticas para serem testadas na clinica médica
(NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006).
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1.5. Modelos animais da DP

Modelos animais, por definicdo, refletem as caracteristicas da doenca do
homem e simulam as mudancas patolégicas, histologicas e bioguimicas da doenca e
seus disturbios funcionais. Todavia, a DP é uma doenca humana, e néo se
manifesta espontaneamente em animais, sendo necesséria sua indu¢do por meio da
administracdo de agentes neurotoxicos. Naturalmente, ndo existe um modelo que
represente fidedignamente todos os sinais da DP (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

O primeiro modelo animal de DP descrito foi o induzido pela toxina 6-
hidroxidopamina (6-HODA), no qual a perda de neurénios dopaminérgicos da SNpc
se da pela formacéo de grandes quantidades de ROS apéds a infusdo desta toxina
na regiao citada (DAUER; PRZEDBORSKI 2003). Outro modelo utilizado é a infuséo
de lipopolissacarideo, que é uma endotoxina encontrada na membrana externa das
bactérias gram-negativas e leva a ativacdo de vias sinalizadoras intracelulares,
transcricdo de genes geradores de ROS e ao aumento da expressao de citocinas
pré-inflamatérias (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003). Semelhantemente ao modelo da
6-HODA, a infusdo do lipopolissacarideo na SNpc induz neurodegeneracdo
dopaminérgica semelhante a observada na DP (LIMA et al, 2006). Outro modelo é o
induzido pela rotenona, um inseticida de amplo espectro, o qual se acumula no
complexo mitocondrial e inibe a transferéncia de elétrons, acarretando também no
aumento de ROS no meio intracelular dos neurdnios dopaminérgicos (CICCHETTI
et al, 2009; DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

O 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina  (MPTP) é uma neurotoxina
lipossoluvel, fato que lhe confere grande capacidade de cruzar a barreira
hematoencefélica, que €& capaz de produzir mudangcas bioquimicas e
neuropatolégicas muito semelhantes a que ocorre na DP (DAUER; PRZEDBORSKI,
2003). Devido a essas similaridades bioquimicas e histolégicas o modelo do MPTP
tem sido muito importante para a compreensao da fisiopatologia da DP (DAUER;
PRZEDBORSKI, 2003).

Uma vez no enceéfalo, seja por administracdo parenteral ou infusdo direta na
SNpc, o0 MPTP ¢é oxidado a 1-metil-4-fenil-2,3-dihidropiridinio (MPDP™) pela enzima
MAO-B presente nas células da glia. Entdo, esse intermediario é convertido a 1-
metil-4-piridinio (MPP™) (provavelmente por oxidagdo espontanea). Como a molécula
do MPP" é polar, ela depende de carreadores de membrana plasmatica para entrar
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nas células. Além disso, 0 MPP" é um substrato de alta afinidade para o DAT que ao
penetrar nos neurdnios dopaminérgicos promove a saida da DA (DAUER;
PRZEDBORSKI, 2003). Dentro desses neurdnios, o MPP* se concentra no interior
das mitocondrias bloqueando o complexo | da cadeia respiratoria, interrompendo a
transferéncia de elétrons para a ubiquinona. Essa inibicdo promove o aumento de
ROS e diminui a sintese de adenosina trifosfato (ATP), portanto, comprometendo o
aporte energético da célula gerando morte celular (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003)
(figura 4). Adicionalmente, o MPTP também é capaz de induzir a liberacéo de fatores
neuroinflamatérios e promover o aumento da atividade microglial na SNpc como
ocorre na DP (KHAN et al, 2013; KHAN et al, 2015).
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Fig 4: Mecanismo de acdo do MPTP. O MPTP é uma toxina lipossoluvel, capaz de cruzar a
barreira hematoencefalica. Apds sua administracdo parenteral ou infuséo direta na SNpc, o
MPTP é oxidado a 1-metil-4-fenil-2,3-diidropiridina (MPDP*) pela enzima MAO-B presente
nas células da glia, e esse intermediario é convertido a MPP”, provavelmente por oxidac&o
espontanea. O MPP* é um substrato de alta afinidade para o transportador de dopamina
(DAT) dos neurénios dopaminérgicos da via nigroestriatal. Dentro dos neurdnios, o0 MPP" se
acumula no interior da membrana mitocondrial, inibindo o complexo | da cadeia
transportadora de elétrons e induzindo a morte por apoptose. VILA; PRZEDORSKI (2003).

Estudos basicos utilizando esses modelos animais de DP tém corroborado
com os achados clinicos, revelando que, atrelado ao comprometimento motor,
ocorre também comprometimento do aprendizado, da memoéria de reconhecimento
de objetos, memodria de referéncia e MT (DEGUIL et al, 2010; MORIGUCHI;
YABUKI; FUKUNAGA, 2012; PREDIGER et al, 2010).
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Moriguchi, Yabuki e Fukunaga (2012), utilizando a administracdo via
intraperitoneal (i.p.) de MPTP por cinco dias consecutivos, numa dose de 25 mg/Kg
em camundongos C57BL/6, mostraram que os animais tratados com MPTP tiveram
comprometimento do equilibrio e da coordenagdo motora nos testes de rota-rod e
beam-walking a partir da primeira semana apos a ultima administracdo da droga.
Adicionalmente, a partir da terceira semana pos tratamento, esses animais
apresentaram um acentuado déficit no reconhecimento de objetos e
comprometimento da potencializacdo de longo prazo (LTP) induzida na area CAl
do hipocampo. O grupo também relacionou esses achados a reducdes significativas
da proteina cinase 2 dependente de calcio-calmodulina e do nivel de fosforilacao das
subunidades R1 dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA no estriado, area
CA1l e CA3 do hipocampo e giro denteado (MORIGUCHI; YABUKI; FUKUNAGA,
2012).

Prediger et al (2010) validaram um modelo de DP o qual utiliza uma Unica
infusdo intranasal de MPTP na mesma linhagem de camundongos citada acima. O
estudo revelou que os animais expostos ao MPTP tiveram comprometimento do
reconhecimento social, MT no labirinto aquatico de Morris e do componente de curto
prazo relacionado a memorias aversivas utilizando o step-down, um protocolo de
esquiva ativa. Associado a esses resultados observou-se acentuada reducdo dos
niveis de DA e noradrenalina (NA), respectivamente, no CPF e hipocampo. Além
disso, existe a evidéncia de que ocorra um desequilibrio na expressao de fatores
pré-apoptéticos e anti-apoptéticos nas regibes acima citadas e que isto também
estaria relacionado aos déficits de memoéria observados no labirinto aquético de
Morris (DEGUIL et al, 2010).

Esse conjunto de achados demonstra claramente que o efeito da deplecéo
dopaminérgica que ocorre na DP néo influencia somente as funcdes dependentes
dos ganglios da base, como também naquelas dependentes do CPF, hipocampo e
amigdala (DEGUIL et al, 2010; MORIGUCHI; YABUKI; FUKUNAGA, 2012;
PFEIFFER et al, 2013; PREDIGER et al, 2010). Todavia, ainda nao foi relatado
qualquer tipo de tratamento capaz de prevenir, frear e/ou reverter as alteracbes

cognitivas observadas nas fases mais precoces da DP.
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1.6. Tratamento da DP

O tratamento farmacoldgico da DP tem como base a reposi¢cdo dos niveis de
DA que se encontram comprometidos devido a neurodegeneracdo da SNpc. A
terapia que é mais efetiva nas fases precoces da doenca se da pelo uso do
precursor dopaminérgico 3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) que é a droga mais
utilizada e efetiva para tratar a bradicinesia e rigidez muscular (RAJPUT, 2001;
SCHAPIRA et al, 2006). O uso cronico da L-DOPA, em pacientes em estagios mais
avancados gera o desenvolvimento de resisténcia a terapia, possivelmente pelo
baixo numero de neurdnios viaveis capazes de metabolizar a L-DOPA a DA
(BENBIR et al, 2006). Adicionalmente, outra caracteristica do uso crénico da L-
DOPA é a ocorréncia de variagbes motoras do tipo “on-off ”, que séo flutuacdes do
estado clinico no qual hipocinesia e a rigidez muscular podem se exacerbar em
questdo de minutos (LUNDBLAD et al, 2004). Além da L-DOPA, sao também
utilizados agonistas dopaminérgicos que atuam diretamente nos receptores de
dopamina. Contudo, como a L-DOPA, estes medicamentos ndo previnem o avanco
da doenca e agem somente sobre o0s sintomas motores, ndo sendo efetivos na
melhora dos aspectos cognitivos (YABUKI et al, 2014).

Diante dessas complica¢cBes, tem surgido a proposta de novas estratégias
terapéuticas com o objetivo de ndo somente reverter o quadro motor do paciente,
mas também prevenir o desenvolvimento da DP e tratar os sintomas mais precoces
da doenca como, por exemplo, o déficit cognitivo (NITHIANANTHARAJAH;
HANNAN, 2006; PANG; HANNAN, 2013; SCHAPIRA et al, 2006).

Estudos epidemiologicos pontuam a existéncia de uma correlacdo entre o uso
de anti-inflamatérios e reducdo da incidéncia de casos de doencas
neurodegenerativas tais como a DP (GAO et al, 2003; MCGEER; MCGEER, 2001).

Anti-inflamatorios esteroidais (AIES), mostram ser capazes de inibir
parcialmente a reacdo de células da microglia, acarretando numa diminuicdo da
producdo de citocinas pro-inflamatorias, fato que resulta numa atenuacédo da lesédo
induzida por MPTP em ratos (KURKOWSKA-JASTRZEBSKA et al, 1999).
Semelhantemente, os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) previnem de modo
eficaz a deplecdo dopaminérgica induzida por MPTP em camundongos (SAIRAM et
al, 2003; TEISMANN; FERGER, 2001; TEISMANN et al, 2003).
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Adicionalmente, um grande numero de terapias nao farmacolégicas tém
emergido nas ultimas décadas com resultados promissores para o tratamento da DP
(BOGGIO et al, 2006; DUCAN; EARHART, 2012; FREGNI et al, 2004;
NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006; PANG; HANNAN, 2013). Por exemplo, a
estimulagdo transcraniana magnética (TMS) e a estimulagdo transcraniana por
corrente continua de baixa intensidade (tDCS), quando aplicadas repetidas vezes
sobre o cortex pré-frontal dorso lateral esquerdo, se mostraram eficazes na
recuperacdo motora e cognitiva de pacientes com DP e depressdo associada
(BOGGIO PS et al, 2006; FREGNI et al, 2004).

Ducan e Earhart (2012), utilizando outra ferramenta ndo farmacoloégica num
estudo clinico, relataram melhora motora em pacientes idosos com DP que iniciaram
a pratica de Tango. Esse achado reforca a ideia de que o exercicio fisico voluntario
pode proteger e até reverter alguns sintomas caracteristicos da DP (FREDRIKSSON
et al, 2011; GERECKE et al, 2010).

Além disso, estudos envolvendo a manipulacdo de fatores ambientais por
meio do paradigma do ambiente enriquecido (AE), principalmente na neurociéncia
basica, tém reforcado a ideia de mens sana in corpore sano (mente s&, corpo sao)
como alternativa para terapia ndo farmacolégica para DP e outras doencas
neurodegenerativas. A identificagdo e a melhor compreensdo dos principais
mecanismos e alvos relacionados a influéncia ambiental pode fornecer as bases
para o desenvolvimento racional de farmacos genericamente chamados de
“ambientomnemonicos” e a prética de atividades fisicas, sociais e culturais como
forma de prevencdo da DP e de outras doencas neurodegenerativas
(NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006; PANG; HANNAN, 2013).

1.7. Enriquecimento ambiental

Para o ser humano, o ambiente é considerado como todo o contexto a sua
volta, o qual envolve os relacionamentos familiares, amizades, lazer, condigcédo
socioeconbmica, moradia, entre outros. Esse ambiente pode ter grandes influéncias,
tanto positivas quanto negativas sobre o0 desenvolvimento cerebral e,
consequentemente, sobre diversos aspectos comportamentais relacionados ao
individuo (SOLINAS et al, 2010).

Nesse contexto, 0 AE estaria atrelado aos fatores ambientais positivos, como

condi¢gbes socioecondmicas favoraveis, bons relacionamentos, educacdo adequada,
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pratica de atividades esportivas e culturais. Contrariamente, condicbes
socioeconémicas desfavoraveis, déficit educacional, estresse e relacionamentos
conturbados, pouca ou nenhuma pratica de atividades esportivas e culturais estao
relacionados a um ambiente empobrecido, que pode facilitar o desenvolvimento de
diversas doencgas neurodegenerativas (NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006).

No ambito da neurociéncia basica, o AE é um paradigma no qual animais sao
expostos a um ambiente que fornece uma variedade de estimulos sensoriais,
motores e cognitivos (NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006; PANG; HANNAN
2013) (figura 5). Esse paradigma foi descrito pela primeira vez por Donald Olding
Hebb, quando este relatou melhora comportamental dos ratos que eram criados
livremente em sua casa, em relacdo aos mantidos em gaiolas convencionais (HEBB,
1947).

Inimeros trabalhos vém sendo publicados relatando os beneficios desse
paradigma sobre o comportamento de animais (NITHIANANTHARAJAH; HANNAN,
2006; PANG; HANNAN 2013). Apesar dos protocolos variarem muito entre si, o AE é
geralmente composto de gaiolas maiores, com varios objetos como escadas, tuneis,
gangorras, esconderijos, e uma roda de correr (NITHIANANTHARAJAH; HANNAN,
2006). Esse ambiente oferece diferentes oportunidades de estimulos visuais,
somatossensoriais, olfativos, motores e cognitivos com maior probabilidade de
interacdo social, exploracdo do ambiente, e o0s beneficios da atividade fisica
voluntaria (PANG; HANNAN, 2013). Além disso, a localizacdo e os tipos de objetos
séo atualizados constantemente, o que facilita a aprendizagem espacial dos animais
por meio da criagdo de novos mapas espaciais (NITHIANANTHARAJAH; HANNAN,
2006; PANG; HANNAN, 2013; VAN PRAAG et al, 2000).

Uma série de estudos relata que a exposicdo a um AE promove beneficios
fisiologicos, morfologicos e moleculares que incluem aumento da arborizacdo
dendritica, gliogénese, neurogénese e modificacdes na expressédo de genes ligados
a plasticidade neuronal (BIRCH. MACGARRY; KELLY, 2013; LEGER et al, 2014,
LLORENS-MARTIN et al, 2010; NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006; ROSSI et
al, 2006; PANG; HANNAN, 2013; YANG et al, 2015;). Por isso, a exposi¢cao a um AE
facilita processos de aprendizagem e memoria, atenua os efeitos do estresse, da
ansiedade e da depressdao e previne o0 desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas  (BENAROYA-MILSHTEIN et al, 2004; BRENES;
FONARGUERA, 2008; FOX et al, 2006; HUTCHINSON et al, 2012;
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NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006; VAN PRAAG et al, 2000; YANG et al,
2015; WILL et al, 2004).

Motor Cognitive

Visual Somatosensory

Fig 5: Representacéo esquematica da exposi¢cdo a um AE e das areas que sofrem influéncia
pela exposicdo. NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006.

1.8. Enriquecimento ambiental e doencas

neurodegenerativas

A doenca de Huntington (DH) é uma doenca devastadora caracterizada pela
neurodegeneracdo do cortex cerebral e do nucleo estriado, que desencadeia
disfuncbes motoras, cognitivas e psiquiatricas debilitantes para o individuo
(NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006). Van Dellen et al (2000) e
Nithianantharajah et al (2008) mostraram que a exposicdo a um AE é capaz de
retardar o inicio do comprometimento motor, diminuir a magnitude deste e reverter o
déficit cognitivo em um modelo animal de DH. Adicionalmente a esses efeitos, tem
sido relatado aumento da expressdo do fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF), diminuicdo da perda de volume cortical e estriatal, aumento da expresséo
de receptores CB1l do sistema endocanabindide (CB1R) e neurogénese
(NITHIANANTHARAJAH et al, 2006).

A doencga de Alzheimer € uma doenca neurodegenerativa que compromete
principalmente o neocortex e hipocampo e evolve o desenvolvimento de deméncia.
A doenca € caracterizada pela presenca de placas senis e pelos emaranhados
neurofibrilares (NFTs) (NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006). Cracchiolo et al.
(2007), utilizando camundongos transgénicos APPsw/PS1, mostraram que 0S

déficits de aprendizagem no labirinto radial aquéatico e no reconhecimento de objetos
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foram revertidos como consequéncia da exposicdo a um AE. Além disso, esses
efeitos cognitivos foram relacionados com acentuada reducdo da deposi¢do dos
agregados da proteina B-amildide no hipocampo (CRACCHIOLO et al, 2007).

No que tange a DP, apesar do numero limitado de trabalhos, tém se
demonstrado o grande potencial neuroprotetor da exposicdo a um AE sobre os
aspectos motores e/ou morfolégicos (BEZARD el al, 2003; DUNNETT et al, 2004;
FAHERTY et al, 2005). Bezard et al. (2003), utilizando um modelo de administracéao
aguda de MPTP, demonstraram que a exposi¢cdo a um AE é capaz de prevenir a
perda de neurbnios dopaminérgicos na SNpc e que este efeito esta relacionado a
diminuic&o do nivel e da expressao do transportador do DAT no estriado.

Todavia, nenhum trabalho teve seu foco centrado nos efeitos neuroprotetores
promovidos pela exposicdo a um AE relacionado as alteracdes cognitivas presentes
na DP.
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2. Justificativa

Diante da contextualizacdo exposta, considerou-se:

A comprovada relacdo entre o declinio e as altera¢des cognitivas no curso do

desenvolvimento da DP;

A limitacdo do tratamento farmacologico e a busca por novas estratégias
terapéuticas com o objetivo de prevenir e tratar os sintomas cognitivos e

motores da DP;

O potencial que a exposicdo a um AE tem mostrado sobre diversos aspectos

motores e cognitivos;

O potencial neuroprotetor que a exposicdo a um AE tem exibido frente a

inUmeras doencas neurodegenerativas;

A caréncia de dados que relacionam a influéncia da exposi¢éo a um AE frente

aos sintomas cognitivos da DP.

Por conseguinte, a investigacdo dos efeitos da exposicdo a um AE sobre os

aspectos motores, cognitivos, bioquimicos e moleculares da DP é vital para a

identificacdo e a melhor compreensdo dos principais mecanismos e correlatos

subjacentes a neuroprotecdo induzida pelo AE. Adicionalmente, o estudo objetiva

contribuir com as bases para desenvolvimento racional de farmacos genericamente

chamados de “ambientomnem®onicos” e sustentar evidéncias solidas que justifiguem

a pratica de atividades fisicas, sociais e culturais como forma de prevengéo da DP.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Investigar e avaliar se a exposicdo a um ambiente enriquecido é capaz de
prevenir as alteracdes motoras, cognitivas, bioguimicas e moleculares induzidas

pela neurotoxina parkinsoniana MPTP em camundongos C57BI/6.

3.2. Objetivos especificos

Em animais tratados ou ndo com MPTP e expostos ou ndo ao ambiente

enriquecido, avaliou-se:

¢ A forca de agarre por meio do grip test e a atividade locomotora em campo

aberto;

¢ A aprendizagem, a memoria de referéncia e memdéria de trabalho ou

operacional espacial por meio do labirinto aquético de Morris;

¢ O nivel do neurotransmissor DA e seus metabdlitos no estriado;

+ O perfil de expressdo génica dos sistemas dopaminérgico e colinérgico na

regido mesencefalica e cortex.
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4. Materiais e métodos

4.1. Animais

Foram utilizados 28 camundongos machos da linhagem C57BI/6, com 8 a 9
semanas de idade, provenientes do Biotério do Laboratério de Neurobiologia
Molecular e Comportamental (LNMC) da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES). Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, com assoalho
coberto por serragem em ambiente climatizado (22° C + 2), num ciclo claro-escuro
artificial de 12 h, com agua e rag¢ao comercial ad libitum.

Neste estudo foram respeitados os principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA, www.cobea.org.br), que estd em conformidade
com normas internacionais de pesquisa envolvendo animais. Os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Espirito Santo (protocolo nimero 001/2011)

4.2. Delineamento Experimental

O delineamento desse estudo foi de amostras independentes para o tipo de
ambiente e para o tratamento com MPTP. Os 28 animais foram aleatoriamente
distribuidos em quatro grupos, a saber:

¢ Ambiente padrdo — Salina (APS) (n=7): Os animais, ap6s o desmame,
foram mantidos em gaiolas padrdo por 60 dias. No 41° dia foi iniciado o
regime de uma administracdo diaria via i.p. de salina durante cinco dias

consecutivos e, entéo, seguido para o repouso e demais testes.

¢ Ambiente enriquecido - Salina (AES) (n=7). Os animais, apds 0s
desmame, foram mantidos em gaiolas com enriquecimento de ambiente por
60 dias. No 41° dia foi iniciado o regime de uma administracdo diaria via i.p.
de salina durante cinco dias consecutivos e, entédo, seguido para o repouso e

demais testes.

¢ Ambiente padrdo — MPTP (APM) (n=7): Os animais, ap0s o desmame,
foram mantidos em gaiolas padrdo por 60 dias. No 41° dia foi iniciado o
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regime de uma administracdo diaria via i.p. de MPTP (25 mg/Kg) durante
cinco dias consecutivos e, entdo, seguido para o repouso e demais testes.

¢ Ambiente enriquecido - MPTP (AEM) (n=7): Os animais, ap0s o0s
desmame, foram mantidos em gaiolas com enriquecimento de ambiente por
60 dias. No 41° dia foi iniciado o regime de uma administracdo diéria via i.p.
de MPTP (25 mg/Kg) durante cinco dias consecutivos e, entdo, seguido para

0 repouso e demais testes.

A Figura 6 representa o delineamento experimental e os grupos do estudo.
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Fig 6: Representacdo esqueméatica do delineamento experimental (AP para ambiente
padrdo, AE para ambiente enriquecido, grip: para o teste de forca de agarre, atividade para
atividade locomotora, ref para as sessdes de memoria de referéncia, PROBE para teste
comprobatério de aprendizagem e MT para sessdes de memdria de trabalho). Juntamente,
a representacdo dos grupos APS (ambiente padrdo salina), AES (ambiente enriquecido
salina), APM (ambiente padrdo MPTP) e AEM (ambiente enriquecido MPTP).

4.3. A exposicdo aum AE

A exposicao a um AE foi realizada com a manutencéo dos animais em gaiolas
com dimensdes de 60x50x22 cm nas quais foram adicionados de quatro a cinco
brinquedos diferentes entre si, uma roda giratoria e uma casa em miniatura. Os
brinquedos foram trocados semanalmente por outros com cores, formas e material
diferente, porém, a roda giratéria e a casa em miniatura foram mantidas

constantemente.
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Fig 7: Representacdo esquematica do protocolo de exposicdo a um AE utilizado neste
trabalho.

4.4. O modelo de DP

A partir do 41° dia, os animais foram submetidos a administracdo de MPTP
(Sigma-Aldrich, cat M0896), dissolvido em solucao salina (NaCl 0,9%) na dose de 25

mg/kg uma vez ao dia por cinco dias consecutivos e aos animais controle foi

administrado salina. Esse tratamento causa perda seletiva de neurdnios
dopaminérgicos na SNpc e reducdo da inervacdo dopaminérgica estriatal, e, por
isso, vem sendo utilizado como modelo experimental de neurodegeneracao
dopaminérgica similar a que acomete pacientes parkinsonianos (MORIGUCHI;
YABUKI; FUKUNAGA, 2012).

4.5. Teste de forca de agarre (Grip test)

ApOs 48 horas da Ultima administracdo de MPTP, os animais foram
submetidos ao teste de forca de agarre. Primeiramente eles foram habituados a sala
de experimentacdo 30 min antes do inicio do experimento. Para mensurar a forca de
agarre, foi utilizado um suporte metalico acoplado a um transdutor de forca o qual
era conectado a um computador que possuia o software WinDaQ DATAQ
Instruments ®, Inc. para 0s registros.

Durante o teste, o experimentador manteve o animal seguro pela cauda e o
permitiu agarrar o suporte com as patas dianteiras, mantendo o corpo sempre
paralelo em relacdo a superficie. Ap6s manter o animal por dois segundos nessa
posicdo, o experimentador aumentou a forga continuamente até que o animal
soltasse o suporte. O pico de forca maxima foi registrado automaticamente no

momento em que o animal soltava o suporte e foi expresso em gramas forca (gf).



38

Cinco testes foram realizados por animal hum periodo maximo de 50 segundos e a

média destes foram utilizadas nas analises.

Fig 8: Representacdo do teste de forca de agarre (Grip test).
http://depts.washington.edu/compmed/ivs/images/GripStrength_large.jpg.

4.6. Atividade locomotora em campo aberto

Decorrido o intervalo de trés horas da realizacdo do teste de forca de agarre,
foi realizada a avaliacdo da atividade locomotora dos animais na caixa monitora de
atividades EP 149 Insight ® Os camundongos foram habituados a sala de
experimentacdo por 30 min e, entdo, introduzidos na caixa e permitidos explorar o
ambiente livremente por cinco minutos. Toda a atividade locomotora foi monitorada e
os resultados obtidos foram expressos em distancia total percorrida em centimetros
por intervalo de minuto, e como distancia total percorrida em metros por intervalo de

hora.

Fig 9: Caixa monitora de atividades utilizada para o teste de atividade locomotora.
http://insightltda.com.br/insight-equipamento-cientifico-26 1-Monitor-de-Atividades---IR

4.7. Memoéria de referéncia no labirinto aquético de Morris

O labirinto aquético de Morris consiste em uma piscina circular de 66 cm de
didmetro por 50 cm de altura de cor azul, dividida em quatro quadrantes imaginarios
preenchida com agua e leite (para tornar a dgua turva e assim impedir a visualizagéo

da plataforma pelo animal). Pistas espaciais foram localizadas na parede da sala
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para auxiliar na orientagcdo espacial do animal. Em um dos quadrantes, foi alocada
uma plataforma fixa submersa a 0,75 cm da superficie da agua. A piscina foi
marcada com 0s quatro pontos cardinais equidistantes e a plataforma posicionada
no quadrante norte.

O treinamento consistiu de quatro sessdes diarias, com quatro tentativas por
sessdo (saindo dos quatro pontos cardinais). Em cada tentativa o animal foi
colocado na agua com focinho voltado para a parede da piscina, e este foi permitido
nadar livremente por 60 segundos ou até que o mesmo encontrasse a plataforma de
escape. Se a plataforma néo fosse encontrada em 60 segundos, o animal era
conduzido gentilmente até a plataforma e ali permanecia por 15 segundos. A
avaliacdo do desempenho dos animais foi pela laténcia (intervalo de tempo desde a
liberacdo do animal até o momento em que 0 mesmo encontra a plataforma) e pela
distancia percorrida até encontrar a plataforma.

No quinto dia de experimento foi realizado o teste comprobatério (PROBE).
Nesse teste, a plataforma foi retirada e o tempo despendido e a distancia percorrida
pelo animal em cada quadrante foi mensurado.

Ap6s 24 horas do PROBE, os animais realizaram uma nova sessdo de
memoéria de referéncia para manutencao da linha de base da tarefa (ndo extincédo da
tarefa). A linha de base foi mantida os animais foram conduzidos aos testes de MT.

Water Maze Test

Fig 10: Representagdo esquemética do labirinto  aquético de  Morris.
https://ffiproject.files.wordpress.com/2012/04/watermasetest.jpg.

4.8. Memoaria de trabalho no labirinto aquético de Morris

A memoria operacional ou MT se refere a capacidade de um individuo manter
uma informacao ativa ou online, e enquanto houver relevancia dessa informacao, ser
capaz de evoca-la e utilizad-la para programar respostas comportamentais

adequadas num contexto operacional. No ambito da neurociéncia basica, a MT é


https://ffiproject.files.wordpress.com/2012/04/watermasetest.jpg
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definida como a memodria que capacita o animal a se localizar no espaco através da
evocacdo da informacdo acerca de um local onde este esteve anteriormente. E o
gue chamamos de memdria operacional espacial (D’EPOSITO, 2007; FUNAHASHI,
2006; GOLDMAN-RAKIC, 1995).

O protocolo de avaliagédo de MT foi semelhante ao citado acima. Contudo, a
cada sessdo a plataforma foi, semi-randomicamente em ordem alfabética, como
mostrado na figura 8, alocada em um novo ponto do labirinto e os animais tiveram
cinco tentativas por sessdo. Entre cada uma dessas cinco tentativas, ocorreu um
intervalo de um minuto para se avaliar a MT propriamente dita. A avaliacdo do
desempenho dos animais foi realizada pela laténcia (intervalo de tempo desde a
liberacdo do animal até o0 momento em que o0 mesmo encontra a plataforma) e
distancia percorrida até achar a plataforma.

O critério de aprendizagem consistiu no encontro da plataforma num tempo
inferior a 30 segundos em no minimo cinco sessdes. Findada essa fase os animais
foram encaminhados para dissecacao.

Todos os protocolos no labirinto aquéatico de Morris foram gravados e 0s
parametros citados acima foram analisados pelo software ANY-maze™ 4.70 Stoelting
Co. ®.

Fig 11. Representacdo das posicbes da plataforma ao longo das sessbes de MT. O
retangulo com a letra “P” representa a posi¢cdo da plataforma usada nas sessbes de
memoria de referéncia, a qual ndo foi utilizada nas sessdes de MT. A exclusdo dessa
posicdo objetivou eliminar os componentes da tarefa de memoéria de referéncia.

4.9. Dosagem de dopamina, DOPAC e HVA no estriado

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo um dia apos todos os testes

comportamentais, o cérebro removido e o estriado dissecado.
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Os tecidos foram rapidamente pesados e mantidos a -80°C até serem
processados. Os estriados foram homogeneizados em solucdo gelada de &cido
perclérico 0,1 M; 0,1 mM EDTA e centrifugados a 10.000 xg por 10 min a 4°C. Os
sobrenadantes foram filtrados com filtro de poro 0.22 pm. Aproximadamente 20
microlitros foram quantificados por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) equipado com uma coluna de fase reversa (Eclipse XDB — C18 Agilent, 4,6 x
250 mm, 5 ym) e detector eletroquimico (VT-03, Decode Il Antec®) para quantificar
0s niveis estriatais de DA, DOPAC e HVA.

Para quantificar a DA, foi utilizada fase movel contendo 0,15 M de NaH2PO4,
1 mM de EDTA dissédico diidratado, 2,28 mM de &acido octanossulfénico de sodio e
13% (v/v) de metanol em agua grau HPLC, com pH 5,25, com um fluxo de 0,7
mL/min (ZAPATA et al, 2009). Para quantificar DOPAC e HVA, a fase movel
consistiu de 0,02 M de acetato de sédio, 0,0125 M acido citrico, 16% v/v de metanol,
0,033% p/v de acido octanossulfénico e 0,1 mM EDTA, com pH 3,92. Todas as
solucbes utilizadas no HPLC foram filtradas com membrana de 0,22 ym de
porosidade. As injecdes das amostras foram feitas em triplicata, e as concentracdes

do neurotransmissor e seus metabolitos foram expressos em % do controle (APS).

4.10. Expresséo génica no mesenceéfalo e cortex pré-frontal

O mesenceéfalo e cortex foram dissecados e armazenados como citado acima.
Os genes das proteinas da TH, DAT, D1R e D2R do sistema dopaminérgico e da
ChAT, AChE, a7NR do sistema colinérgico foram avaliados.

Os tecidos foram triturados em nitrogénio liquido e o &cido ribonucléico (RNA)
total extraido utilizando “TRI Reagent RNA Isolation Reagent” (Sigma-aldrich, St.
Louis, MO, USA) de acordo com as instrucdes do fabricante. Brevemente, os tecidos
foram solubilizados em trizol (ImL/100 mg de tecido) com o uso de um
homogeneizador elétrico por 30 segundos e o homogenato centrifugado a 12.000 xg
por 15 min a 4°C. Ao sobrenadante, foi adicionado cloroférmio (200 pL/100 mg
tecido), misturado por inversao por 15 segundos e incubado a temperatura ambiente
por cinco minutos. A mistura foi entdo centrifugada a 12.000xg por 20 min a4°C e a
fase aquosa foi adicionado isopropanol (500 uL/100 mg tecido) para a precipitacéo
do RNA. Entédo esta seguiu para centrifugacdo 12.000 xg por 15 min e o precipitado

foi lavado com etanol 75% (1 mL/100 mg tecido) e centrifugado a 7500 xg por cinco
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minutos. O RNA foi ressuspendido em 40 pyL de agua deionizada, previamente
tratada com dietilpirocarbonato.

A concentracao e a qualidade do RNA extraido foram verificadas utilizando o
equipamento NanoDrop™ (ThermoScientific, Wilmington, USA) e por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida, respectivamente.

A sintese do &cido desoxirribonucléico complementar (cDNA) foi realizada
com o kit iScript cDNA Synthesis Kit (Biorad, CA, USA) usando o0 equipamento
S1000 Thermal Cycler (Biorad, CA, USA). As condicbes da reacdo foram as
seguintes: 25°C por 5 min, 42°C por 30 min, 85°C por 5 min.

As amostras de cDNA obtidas foram entdo submetidas a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real utilizando o equipamento CFX96 Real Time PCR
(Biorad, CA, USA) e o kit iQ SYBR Green Supermix (Biorad, CA, USA).
Resumidamente, as reacdes foram preparadas em um volume total de 10 pL
contendo 5 pL de SYBR Green Supermix 2x, 3,5 pL de agua purificada, 0,5 pL de
cada iniciador a 10uM e 0,5 pL de cDNA. 45 ciclos foram realizados apds a
desnaturacao inicial (95°C, dois minutos) de acordo com 0s seguintes parametros:
95°C (desnaturacéo) por 15s; 60°C (anelamento) por 30 s e 72°C (amplificacéo) por
30 s. A tabela 1 mostra as sequéncias iniciadoras utilizadas para avaliar o nivel de
expressao génica dos sistema dopaminérgico e colinérgico neste estudo.

Para garantir a qualidade da reacdo, as amostras foram preparadas em
triplicata, e para cada experimento incluiu-se uma reacdo sem molde como controle
negativo. Além disso, a auséncia de contaminantes de DNA foi avaliada utilizando-
se amostras RT-negativas e pela analise da curva de melting dos produtos
amplificados, em que resfriou-se as amostras a 60°C e, em seguida, aumentando-se
a temperatura para 95°C a 0,1°C/s. A especificidade das reacfes de PCR também
foi confirmada pela verificagdo dos amplicons em gel de acrilamida, além da curva
de melting. A quantificacdo relativa da expressao génica foi realizada pelo método 2°

AACtytilizando o gene da B-actina para normalizagéo dos dados.
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Tabela 1: Iniciadores utilizados nas reagdes de qPCR

Gene Sequéncia 5’-3’

TH F: AAG ATC AAA CCT ACC AGC CG

R: TAC GGG TCA AAC TTC ACA GAG
DAT F: TGG CAC ATC TAT CCT CTT TGG

R: GAC CAC GAC CAC ATA CAG AAG
D1R F: CCA AGA ACG TGA GGG CTA AG

R: TGA GGA TGC GAA AGG AGA AG
D2R F: GAG CCAACCTGAAGACACC

R: TGA CAG CAT CTC CAT TTC CAG
ChAT F: CAA ATA AGT CAT AAA GGC AGA GGC

R: CTC AAG GAA GAC TGT GCT ATG G
AChE F: GCG CCA CCG ATACTC TGG ACG

R: GGG TCC CCC AAG GGG TCA CA
M1R F:GGTTTCCTT CGT TCT CTG G

R: GAG GAA CTG GAT GTAGCA CTG
a7NR F: AAA GAG CCA TAC CCA GAT GTC

R: ATG AGC AGA TTG AGG CCA TAG
Actina F: TGG AAT CCT GTG GCATCC ATG A

R: AAT GCC TGG GTA CAT GGT GGT A

4.11. Analises estatisticas

Para o teste de forca de agarre, atividade locomotora, concentracdo de DA e
seus metabolitos, metabolismo da DA, expressdo génica, indice de extincao,
distancia no PROBE, sessdes para critério e soma das primeiras e ultimas tentativas
nas sessdes de memoria de referéncia empregou-se a analise de variancia
(ANOVA) de uma via seguida do teste de Newnan-Keuls para comparagdes
multiplas.

Para os testes de memoaria de referéncia, memoria de trabalho, PROBE e 4° e
5°(p6s PROBE) sessédo de memodria de referéncia foi empregada ANOVA de duas
vias para medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni para comparacoes
multiplas e teste t de Student quando aplicavel. Para todas as analises foi
empregado um nivel de significancia para p < 0.05.

Foi utilizado o software GraphPad Prism versdo 5.0 para as analises

estatisticas e confecgéo dos graficos
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5. Resultados

5.1. Parametros motores

5.1.1. Teste de forca de agarre (Grip test)

A ANOVA de uma via, como mostrado na figura 12, revelou diferencas
significativas entre os grupos APS, AES, APM e AEM [F(3,23) = 11,61; p<0,0001]. O
teste de Newman-Keuls mostrou que a exposicdo a um AE por si sé gerou aumento
na forca de agarre significativo do grupo AES em relagdo ao grupo APS (**p<0,01),
e, além disso, o tratamento com MPTP acarretou déficit de forca significativo no
grupo APM em relacdo ao grupo APS (*p<0,05). Como evidencia a diferenca
significativa entre os grupos APM e AEM (*p<0,05) e a auséncia de diferenca entre
0s grupos APS e AEM, sugere-se que o déficit de forca gerado pelo MPTP tenha
sido prevenido pela exposicdo a um AE. Também observamos diferencas
significativas entre os grupos AES e APM (***p<0,001) e AES e AEM (*p<0,05).

Teste de forca de agarre
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Fig 12: Grip test. Média + erro padrdo. Ambiente padrdo salina (APS) (n=7), ambiente
enriguecido salina (AES) (n=7), ambiente padrdo MPTP (APM) (n=7) e ambiente enriquecido
MPTP (AEM) (n=6). *p<0,05, **p<0,01 e *** p<0,0001. [F(3,23) = 11,61, p<0,0001].

5.1.2. Atividade locomotora no campo aberto

A ANOVA de uma via, como mostrado na figura 13 revelou diferencas
significativas entre os grupos APS, AES, APM e AEM [F(3,23) = 7,375; p=0,0012]. O
teste de Newman-Keuls mostrou que a exposicdo a um AE por si s6 ndo teve

qualquer influéncia na atividade locomotora entre os animais dos grupos APS e
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AES. Intrigantemente, o tratamento com MPTP promoveu hiperlocomocéo
significativa no grupo APM em relagdo ao grupo APS (**p<0,01) e AES (**p<0,01).
Como evidencia a diferenca significativa entre os grupos APM e AEM (**p<0,01) e a
auséncia de diferenca entre os grupos APS e AEM, sugere-se que a

hiperlocomocéaoinduzida pelo MPTP tenha sido prevenida pela exposicdo a um AE.

Atividade locomotora

301 —k
1 [ ok |
/é\ -
~ 20_
© J
S _—
& 1 T
5 10
()] i
0_
PANEEAN
oy (o@\"\
SRS

Fig 13: Atividade locomotora no campo aberto. Média + erro padrdo. Ambiente padréo salina
(APS) (n=7), ambiente enriguecido salina (AES) (n=7), ambiente padrdo MPTP (APM) (n=7)
e ambiente enriquecido MPTP (AEM) (n=6). **p<0,01. [F(3,23) = 7,375; p=0,0012].

5.1.3. Dosagem de dopamina, DOPAC e HVA no estriado

A ANOVA de uma via, como mostrado na figura 14, revelou diferencas
significativas entre os grupos APS, AES, APM e AEM para os niveis estriatais de DA
[F(3,22) = 27,85; p<0,0001], DOPAC [F(3,22) = 11,04; p<0,0001] e HVA [F(3,22) =
4,681; p=0,0112]. O teste de Newman-Keuls mostrou que a exposi¢cao a um AE por
si s6 nado teve qualquer influéncia sobre os niveis de DA, DOPAC e HVA entre os
animais dos grupos APS e AES. Como esperado, o tratamento com MPTP
promoveu deplecéo significativa dos niveis de DA, DOPAC e HVA nos animais do
grupo APM em relagcdo ao grupo APS (***p<0,001), (***p<0,001) e (*p<0,05),
respectivamente, e também em relagdo ao grupo AES (***p<0,001), (***p<0,001) e
(**p<0,01). Como evidencia a figura 14 e a diferenca significativa entre 0s grupos
APS e AEM (***p<0,001), a exposicdo a um AE n&o preveniu a deplecdo de DA
induzida pelo MPTP. O fato de ter sido revelado diferengas significativas para o
DOPAC entre os animais dos grupos AEM em relagcdo ao grupo APS (*p<0,05) e
entre os animais dos grupos APM e AEM (*p<0.05) sugere que a exposi¢cado a um AE

seja capaz de retardar a deplecdo deste metabdlito induzida pela toxina.



46

Interessantemente para os niveis de HVA, como demonstra a diferenga entre os
animais dos grupos APM e AEM (*p<0.05) e a auséncia de diferenca entre os
animais do grupo APS e AEM, sugere-se que a exposicdo a um AE seja capaz
prevenir a deplecdo deste metabdlito induzida pelo MPTP.
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Fig 14: Dosagens de dopamina, DOPAC e HVA no estriado. Média + erro padrdo. Ambiente
padrdo salina (APS) (n=7), ambiente enriquecido salina (AES) (n=7), ambiente padrdo
MPTP (APM) (n=7) e ambiente enriquecido MPTP (AEM) (n=6). *p<0,05, ** p<0,01 e
***p<0,001 DA: [F(3,22) = 27,85; p<0,0001], DOPAC: [F(3,22) = 11,04; p<0,0001] e HVA:
[F(3,22) = 4,681; p=0,0112].

Adicionalmente, como mostra a figura 15, a ANOVA de uma via revelou
diferencas significativas entre os grupos APS, AES, APM e AEM para o metabolismo
relativo ou turnover de DA, DOPAC/DA [F(3,22) = 3,242; p=0,0415] e DOPAC +
HVA/DA [F(3,22) = 3,183; p=0,0439] e tendéncia para HVA/DA [F(3,22) = 2,712;
p=0,0696], contudo, o teste de Newman-Keuls néo foi capaz de pontuar entre quais
grupos estao tais diferencas.
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Fig 15: Metabolismo relativo (turnover) de DA, DOPAC/DA, HVA/DA e DOPAC + HVA/DA no
estriado. Média + erro padrao. Ambiente padrdo salina (APS) (n=7), ambiente enriquecido
salina (AES) (n=7), ambiente padrdo MPTP (APM) (n=7) e ambiente enriquecido MPTP
(AEM) (n=6). DOPACI/DA: [F(3,22) = 3,242; p=0,0415] HVA/DA: [F(3,22) = 2,712; p=0,0696]
e DOPAC + HVA/DA [F(3,22) = 3,183; p=0,0439].

5.1.4. Expressao génica do sistema dopaminérgico no
mesencéfalo
A ANOVA de uma via, como mostrado na figura 16, ndo revelou diferencas
significativas entre os grupos APS, AES, APM e AEM para a expressdo génica da

TH, DAT e para os receptores D1R e D2R na regido mesencefalica.
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Fig 16: Expressdo génica da TH, DAT e dos receptores D1IR e D2R na regido
mesencefélica. Média + erro padrdo. Ambiente padrdo salina (APS) (n=5), ambiente
enriguecido salina (AES) (n=5), ambiente padrdo MPTP (APM) (n=7) e ambiente enriquecido
MPTP (AEM) (n=4). Nenhuma diferenca foi revelada entre os grupos.

5.1.5. Expressao génica do sistema colinérgico no
mesencéfalo

A ANOVA de uma via, como mostrado na figura 17, revelou diferencas
significativas entre os grupos APS, AES, APM e AEM para a expressao génica da
ChAT [F(3,17) = 4,275; p=0,0202], AChE [F(3,17) = 3,600; p=0,0353], relacdo de
expressao génica ChAT/AChE [F(3,17) = 5,336; p<0,01] e M1R [F(3,17) = 5,991,
p=0,0056] na regido mesencefalica. O teste de Newman-Keuls mostrou que a
exposicao a um AE por si s6 ndo teve qualquer influéncia sobre a expressao génica
colinérgica da regido mesencefélica. O tratamento com MPTP, por sua vez,
promoveu diminui¢ao significativa da expressao génica da ChAT no grupo APM em
relacdo ao grupo APS (*p<0,05). Embora exista uma tendéncia de diminuicdo da
expressao génica da ChAT no grupo AEM em relagcédo ao grupo APS, a auséncia de
diferenca significativa entre estes grupos sugere que o AE atenuou a diminuicéo da
expressdo génica da ChAT. O teste de Newman-Keuls ainda revelou aumento
significativo da expressao génica da AChE nos animais dos grupos APM e AEM em
relacdo ao grupo APS (*p<0,05) e (*p<0,05), respectivamente. Considerando esses
resultados e como demonstra a relacdo de expressédo génica ChAT/AChE, o MPTP
induziu o aumento da expressdao de AChE em relacdo a ChAT, que néo foi
prevenido pela exposicdo a um AE, como evidencia as diferengas entre 0s animais
dos grupos APS e APM (*p<0.05) e APS e AEM (**p<0,01).

Adicionalmente, o teste de Newman-Keuls mostrou que o tratamento com
MPTP promoveu aumento significativo da expressao génica do M1R no grupo APM

em relacdo ao grupo APS (*p<0,05) e em relacdo ao grupo AES (*p<0,05) na regiédo
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mesencefalica. Como mostra a diferenca significativa entre os grupos APM e AEM
(**p<0.01) e a auséncia de diferenca significativa entre os grupos APS e AEM,
sugere-se que o aumento da expressao do M1R induzido pelo MPTP tenha sido
prevenido pela exposicdo a um AE. Interessantemente, nenhuma diferenca

significativa entre os grupos foi verificada para a expresséo génica de a7NR nessa
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Fig 17: Expresséo génica da ChAT, AChE, relacdo de expresséo génica ChAT/AChE e dos
M1R e a7NR na regido mesencefalica. Média £ erro padrdo. Ambiente padrédo salina (APS)
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(n=5), ambiente enriquecido salina (AES) (n=5), ambiente padrdo MPTP (APM) (n=7) e
ambiente enriquecido MPTP (AEM) (n=4). *p<0,05 e **p<0,01. ChAT [F(3,17) = 4,275;
p=0,0202], AChE [F(3,17) = 3,600; p=0,0353], ChAT/AChE [F(3,17) = 5,336; p<0,01] e M1R
[F(3,17) = 5,991; p=0,0056].

5.2. Parametros cognitivos

5.2.1. Memoria de referéncia

A ANOVA de duas vias, como mostrado na figura 18, revelou diminuicdo significativa
tanto para laténcia [F(3,69) = 29,89; ###p<0,0001] quanto para a distancia
percorrida [F(3,69) = 33,85; ###p<0,0001] no decorrer das sessdes nos grupos APS,
AES, APM e AEM para o fator tempo. Para o fator tratamento, nenhuma diferenca
significativa foi observada entre os animais dos grupos APS, AES, APM e AEM tanto

para laténcia quanto para distancia percorrida.
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Fig 18: Laténcia e distancia percorrida no labirinto aquatico de Morris para memoria de
referéncia. Média * erro padrdo. Ambiente padrdo salina (APS) (n=7), ambiente enriquecido
salina (AES) (n=7), ambiente padrdo MPTP (APM) (n=7) e ambiente enriquecido MPTP
(AEM) (n=6). Fator tempo para laténcia [F(3,69) = 29,89; ###p<0,0001] e fator tempo para
distancia percorrida [F(3,69) = 33,85; ###p<0,0001].

O teste t de Student, como mostrado na figura 19, revelou diferencas
significativas entre o tempo de permanéncia no quadrante alvo e oposto no PROBE
para os grupos APS [t(6) = 16,68; ***p<0,001], AES [t(6) = 10,62; ***p<0,001], APM
[t(6) = 12,37; ***p<0,001] e AEM [t(5) = 4,84; ***p<0,001] demonstrando que 0s
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animais dos grupos citados aprenderam satisfatoriamente a tarefa no labirinto
aquéatico de Morris.

A ANOVA de duas vias, como mostrado na mesma figura, revelou diferencas
significativas apenas entre o tempo de permanéncia no quadrante alvo nos grupos
APS, AES, APM e AEM [F(1,23) = 229,3; p<0,0001]. O teste de Bonferroni mostrou
existir diferenca significativa no tempo de permanéncia no quadrante alvo entre os
grupos AES e APM (#p<0,05), o que poderia sugerir, pelo menos em parte, um
comportamento do tipo perseverante do grupo APM induzido pelo MPTP.
Adicionalmente, foi detectada diferenca significativa desse mesmo parametro entre
0s grupos APM e AEM (###p<0,001) sugerindo que a exposicao a um AE é seria
capaz de prevenir esse tipo de comportamento.

Como demonstrado por Pires et al. (2005), o indice de extingdo (d2™"/d1™"),

que consiste na razdo entre as distancias percorridas no segundo (d2™"

) e primeiro
(d™™) minuto no PROBE, se mostrou valido para detectar o comportamento do tipo
perseverante em um modelo animal de sindrome de Wernicke-Korsakof. Para
confirmar nossa hipotese esse parametro foi mensurado, contudo, nenhuma
diferenca significativa foi observada entre os grupos APS, AES, APM e AEM.
Igualmente, a distancia percorrida total no PROBE néo diferiu entre os animais dos
grupos citados. E importante ressaltar que nenhuma diferenca significativa entre a
laténcia e a distancia (dado nao representado) da 4° e 5° (p6s PROBE) sesséo de
memoria de referéncia foi encontrada, mostrando que os animais ndo extinguiram a
tarefa e que a linha de base foi mantida, sendo estes conduzidos aos testes de

memoria de trabalho.
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Distancia percorrida no PROBE Sessdo 4 vs Sessdo 5 (pos PROBE)
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Fig 19: PROBE, indice de extin¢do, distancia percorrida no PROBE e laténcia entre a 4° e 5°
(p6s PROBE) sessdo de memdria de referéncia no aquatico de Morris. Média + erro padrao.
Ambiente padrdo salina (APS) (n=7), ambiente enriquecido salina (AES) (n=7), ambiente
padrdo MPTP (APM) (n=7) e ambiente enriquecido MPTP (AEM) (n=6). Tempo de
permanecia no quadrante alvo e oposto para os grupos APS [t(6) = 16,68; ***p<0,001], AES
[t(6) = 10,62; ***p<0,001], APM [t(6) = 12,37; ***p<0,001] e AEM [t(5) = 4,84; ***p<0,001].
Tempo de permanecia no quadrante alvo entre os grupos AES e APM (#p<0,05) e APM e
AEM (###p<0,001). [F(1,23) = 229,3; p<0,0001].

5.2.2. Memoria de trabalho

A ANOVA de duas vias, como mostrado na figura 20, revelou diminuigéo
significativa tanto para laténcia [F(4,92) = 3,771; ##p<0,01] quanto para a distancia
percorrida [F(4,92) = 4,410; ##p<0,01] no decorrer das sessdes nos grupos APS,
AES, APM e AEM para o fator tempo. Para o fator tratamento, nenhuma diferenca
significativa foi observada entre os animais dos grupos APS, AES, APM e AEM tanto
para laténcia quanto para distancia percorrida. Além disso, nenhuma diferenca foi

observada entre os grupos APS, AES, APM e AEM no numero de sessdes para

critério.
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Fig 20: Laténcia, distancia percorrida no labirinto aquéatico de Morris para memoria de
trabalho e nimero de sessfes para critério na mesma tarefa. Média + erro padrdo. Ambiente
padrdo salina (APS) (n=7), ambiente enriquecido salina (AES) (n=7), ambiente padréo
MPTP (APM) (n=7) e ambiente enriquecido MPTP (AEM) (n=6). Fator tempo para laténcia
[F(4,92) = 3,771; ##p<0,01] e fator tempo para distancia percorrida [F(4,92) = 4,410;
##p<0,01].

Segundo Robinson et al. (2010), o aumento da laténcia e da distancia
percorrida de todas as primeiras tentativas nas sessdes de memoria de referéncia
refletem um comprometimento mais discreto deste tipo de memdria. JA o aumento
da laténcia e da distancia percorrida de todas as Ultimas tentativas, nessas mesmas
sessoOes, refletem um comprometimento mais discreto da MT.

Nesse contexto, os parametros citados acima foram avaliados, mas nenhuma
diferenca significativa para a laténcia e/ou distancia percorrida foram observadas

entre os grupos APS, AES, APM e AEM como mostra a figura 21.
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Fig 21: Soma das laténcias e distancias percorridas das primeiras e Ultimas tentativas nas
sessfes de memoria de referéncia. Média + erro padrdo. Ambiente padrdo salina (APS)
(n=7), ambiente enriquecido salina (AES) (n=7), ambiente padrdao MPTP (APM) (n=7) e
ambiente enriquecido MPTP (AEM) (n=6).

5.2.3. Expressao génica do sistema dopaminérgico no cortex

A ANOVA de uma via, como mostrado na figura 22, ndo revelou diferencas
significativas entre os grupos APS, AES, APM e AEM para a expressao génica da
TH e para de D1R e D2R no cértex.
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Fig 22: Expressao génica da TH e dos receptores D1R e D2R no cortex. Média * erro
padrdo. Ambiente padrdo salina (APS) (n=6), ambiente enriquecido salina (AES) (n=5),



55

ambiente padrdo MPTP (APM) (n=5) e ambiente enriquecido MPTP (AEM) (n=5). Nenhuma
diferenca foi revelada entre os grupos.

Em nossas analises com PCR quantitativo em tempo real, ndo houve
deteccdo da expressdo génica do DAT nesta regido. As diferentes isoformas desse
transportador e, consequentemente, as diferentes sequéncias iniciadoras do gene
provavelmente comprometeram o adequado anelamento do nosso iniciador e a

quantificacdo da expresséo desse gene.

5.2.4. Expressao génica do sistema colinérgico no cortex

A ANOVA de uma via, como mostrado na figura 23, ndo revelou diferencas
significativas entre os grupos APS, AES, APM e AEM para a expressao de ChAt,
AChE, M1R e a7NR no cértex.
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Fig 23: Expresséo génica da ChAT e AChE e dos M1R e a7NR no cértex. Média + erro
padrdo. Ambiente padrdo salina (APS) (n=5), ambiente enriquecido salina (AES) (n=5),
ambiente padrdo MPTP (APM) (n=5) e ambiente enriqguecido MPTP (AEM) (n=5). Nenhuma
diferenca foi revelada entre os grupos.
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6. Discusséao

A DP é uma doenca neurodegenerativa caracterizada pelo tremor de repouso,
rigidez muscular, instabilidade postural, hipocinesia e déficits cognitivos como
consequéncia da macica perda dos neurdnios dopaminérgicos da SNpc
(MORIGUCHI; YABUKI; FUKUNAGA, 2012; MULLER; BOHNEN, 2013; PREDIGER
et al, 2010; YABUKI et al, 2014; XIANG et al, 2012). Os mecanismos que dirigem o
desenvolvimento da DP, como jA mencionado, parecem ser multifatoriais e ainda
pouco esclarecidos (REALE et al, 2009; SING; DIKSHI, 2007; CROCKER et al, 2003).
Portanto, ndo é surpreendente que pacientes com DP manifestem uma ampla e
variada gama de sintomas motores e ndo motores (NEELY et al, 2013; PFEIFFER et
al, 2013).

Modelos de DP baseados na administracdo de MPTP via i.p, como o0
empregado neste trabalho, tém sido amplamente utilizados no meio cientifico. Isso
ocorre devido a capacidade dessa toxina de mimetizar diversos fatores que
contribuem para o desenvolvimento da DP, como os distirbios mitocondriais, 0
estresse oxidativo e o0 sustentado processo de neuroinflamacdo observado na
doenca. (CROCKER et al, 2003; KHAN et al, 2015; YABUKI et al, 2014). Assim,
esse modelo é considerado uma ferramenta vital para a avaliacdo de novas terapias
e melhor compreenséo da DP (ROUSSELET et al, 2003).

Em nosso estudo, foi avaliada se a exposicdo a um AE é capaz de prevenir as
alteracbes motoras, cognitivas, bioquimicas e moleculares induzidas pelo MPTP.

No que se refere a analise dos parametros motores, 0s animais tratados com
MPTP apresentaram déficit de forca e, intrigantemente, aumento da atividade
locomotora voluntaria no campo aberto. Como esperado, o MPTP induziu uma
deplecdo de aproximadamente 70% dos niveis de DA, DOPAC e HVA estriatais. Os
animais tratados com MPTP n&o apresentaram nenhuma alteracdo na expressao
génica do sistema dopaminérgico no mesencéfalo, entretanto, foi observado
diminuicdo da expressdo génica da ChaT e aumento da expressdo da AChE e dos
receptores M1R. A exposicdo a um AE preveniu o déficit de forca e a
hiperlocomocgéo induzidos pelo MPTP e dirigiu, por si s6, um aumento da forca de
agarre. Interessantemente, essa exposi¢cao néo preveniu a deplecédo da DA estriatal,
entretanto, retardou e preveniu, respectivamente, a deplecdo de DOPAC e HVA

nesta mesma regido. Adicionalmente, a exposicdo a um AE foi capaz de atenuar a
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diminuicdo da expressao da ChAT e prevenir o aumento da expressao dos M1R na
regido mesencefélica.

Em relacdo aos parametros cognitivos, os animais tratados com MPTP e
expostos a um AE nao apresentaram, respectivamente, déficits e facilitacdo
cognitiva nas tarefas de memodria de referéncia e de MT no labirinto aquatico de
Morris. Semelhantemente aos resultados comportamentais, nem o MPTP nem a
exposicao ao AE induziram quaisquer alteracdes na expressao génica dos sistemas

dopaminérgico e colinérgico do cortex.

6.1. Parametros motores

O teste de forca de agarre (grip test) e o campo aberto mensuram,
respectivamente, a forca dos membros dianteiros e a locomoc¢édo voluntaria de
animais (HUTTER-SAUNDERS; GENDELMAN; MOSLE, 2012; NEELY et al, 2013;
MORIGUCHI; YABUKI; FUKUNAGA, 2012). Em estudos basicos e clinicos de
neuroimagem, esses testes tém se mostrado como valiosas ferramentas para a
compreensao dos prejuizos motores, da conectividade e da atividade dos ganglios
da base e de inUmeras outras regifes relacionadas com o movimento como, por
exemplo, o talamo, I6bulo da insula, cerebelo e cortices pré e sensério-motor na DP
(CHIA et al, 1996; KHAN et al, 2015; NEELY et al, 2013; NEELY et al, 2014,
PLANETTA et al, 2015; PRADHAN et al, 2014; SPRAKER et al, 2010).

Em nosso estudo, a exposicdo a um AE foi capaz de prevenir o déficit de
forca e a hiperlocomocao induzidos pelo MPTP e dirigir, por si s6, 0 aumento da
forca de agarre. O MPTP, por sua vez, promoveu uma deplecdo de
aproximadamente 70% dos niveis estriatais de DA, DOPAC e HVA.

Em relacdo ao grip test, nossos resultados concordam com uma ampla gama
de trabalhos que atribuem o déficit de forca e a incoordenagdo motora a deplecéo
estriatal de DA e seus metabolitos (NEELY et al, 2013; HAGINO et al, 2015; KHAN
et al, 2015; YABUKI et al, 2014). Aléem disso, a facilitagdo motora observada no
grupo AES corrobora com o comprovado beneficio da exposicdo a um AE e do
exercicio fisico voluntario sobre diversos aspectos motores (JADAVJI; KOLB; METZ,
2006; PANG; HANNAN, 2013). Ja em relacdo ao campo aberto, muitos estudos
mostram resultados aparentemente discrepantes, que vao desde hipolocomocéo a
hiperlocomocgé&o, permeando, muitas vezes, pela auséncia de altera¢gbes na atividade
locomotora (CHIA et al, 1996; CROCKER et al, 2003; HUTTER-SAUNDERS;
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GENDELMAN; MOSLE, 2012; MORIGUCHI; YABUKI; FUKUNAGA, 2012,
ROUSSELET et al, 2003). Variacdes nas doses de MPTP administradas, tempo e
periodo de avaliacdo no campo aberto, podem estar relacionados a essa
heterogeneidade de resultados (CHIA et al, 1996; MORIGUCHI; YABUKI,
FUKUNAGA, 2012; ROUSSELET et al, 2003).

Interessantemente, a exposicdo a um AE ndo preveniu a deplecdo da DA,
entretanto, retardou e preveniu, respectivamente, a deplecdo de DOPAC e HVA.
Considerando nossos achados comportamentais motores, bioquimicos e o papel das
células da glia no metabolismo da DA e do MPTP, n@s hipotetizamos uma possivel
neuroprotecao induzida pelo AE por mecanismos indiretos, ou seja, dependentes
destas células.

A MAO é uma enzima que se localiza na membrana externa das mitocéndrias
de neur6nios e em outras células de varios tecidos periféricos (NAOI; MARUYAMA;
INABA-HASEGAWA, 2012). Primariamente, ela catalisa a desaminagéo oxidativa de
inimeros neurotransmissores, como a DA, serotonina (5-HT), NA e de monoaminas
bioativas exdgenas como a tiramina (NAOI;, MARUYAMA; INABA-HASEGAWA,
2012; ROBAKIS; FAHN, 2015). De acordo com a sensibilidade e especificidade da
MAO frente a certos inibidores e substratos, esta pode ser classificada em duas
isoformas, a MAO-A e a MAO-B (NAOI; MARUYAMA; INABA-HASEGAWA, 2012;
YOUDIM; EDMONDSON; TIPTON, 2006). Tipicamente, a MAO-A € inibida por
baixas concentracdes de clorgilina e oxida preferencialmente a 5-HT e NA, ja a
MAO-B ¢é inibida por baixas concentracbes de I-deprenil (selegilina) e oxida
preferencialmente a feniletilamina e a benzilamina (ROBAKIS; FAHN., 2015).
Todavia, as duas isoformas séo igualmente ativas para DA, triptamina e a tiramina
(ROBAKIS; FAHN, 2015; YOUDIM; EDMONDSON; TIPTON, 2006).

Uma ampla gama de estudos tém revelado diferengcas na distribuicdo das
duas isoformas da MAO em encéfalos de humanos e de roedores (YOUDIM,;
EDMONDSON; TIPTON, 2006). A isoforma MAO-A ¢é predominantemente
encontrada em regifes com alta densidade de neurbnios catecolaminérgicos como a
substancia negra, locus ceruleus, e hipotalamo. Ja em relacdo a MAO-B, estudos
imunohistoquimicos demonstram que neurdnios serotoninérgicos do nucleo dorsal
da rafe e principalmente astrdcitos e células da glia possuem esta isoforma (NAOI,
MARUYAMA; INABA-HASEGAWA, 2012; YOUDIM; EDMONDSON; TIPTON,
2006).
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A neurodegeneracao da SNpc observada na DP tem sido correlacionada com
o envelhecimento e o aumento da expressao e da atividade da MAO-A e da MAO-B
em pacientes com DP (ZHOU et al, 2001). Tem sido demonstrado que o0 aumento da
atividade da MAO-A dirige a ativacdo das vias pro-apoptéticas relacionadas a
proteina quinase ativada por mitdgenos (MAPK), o aumento da formacédo de ROS e
ao comprometimento estrutural e funcional da mitocondria (NAOI;, MARUYAMA,;
INABA-HASEGAWA, 2012). Ja a maior atividade da MAO-B, com um mecanismo
muito semelhante ao do MPTP, provoca o aumento da metabolizacdo da DA pelas
células da glia e pelos astrdcitos desencadeando a formacéao de DA-quinona, a qual
migra para neurbnios dopaminérgicos e se liga as subunidades proteicas
do complexo | da cadeia respiratoria, interrompendo a transferéncia de elétrons para
a ubiquinona (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; NAOI; MARUYAMA; INABA-
HASEGAWA, 2012). Além disso, tem sido demonstrado em pacientes com DP que a
concentracdo da MAO-B nas células da glia e astrocitos, mas ndo nos neurdnios
dopaminérgicos, é o dobro em relacdo ao grupo controle, o que leva a facilitacdo da
neurodegeneracdo pela maior da producdo de ROS (NAOI; MARUYAMA; INABA-
HASEGAWA, 2012) Estudos clinicos e basicos tém evidenciado a grande eficacia
dos inibidores da MAO-A e da MAO-B relacionado a neuroprotecdo e ao tratamento
da DP (NAOI; MARUYAMA; INABA-HASEGAWA, 2012). Dentre os efeitos relatados
estdo a diminuicao da producédo de radicais livres, aumento da expressao e atividade
de enzimas antioxidantes e de fatores neurotréficos, potencializacdo da resposta a
DA dos neurdnios estriatais e diminuicdo do metabolismo deste neurotransmissor e
do MPTP (NAOI; MARUYAMA; INABA-HASEGAWA, 2012; ROBAKIS; FAHN.,
2015).

Nesse contexto, uma das possiveis hipéteses para a neuroprotecado indireta
induzida pelo AE estaria baseada na diminui¢cdo da atividade e/ou da expressao da
MAO-A e da MAO-B. A menor atividade das enzimas induzida pelo AE poderia levar
a uma diminuicAo compensatéria do metabolismo da DA pelos neurbnios
dopaminérgicos remanescentes e pelas células da glia e astrécitos, afim de
reestabelecer os niveis adequados de DA estriatais. Como consequéncia dessa
menor metabolizacdo, a DA permaneceria maior tempo nas sinapses estriatais,
desencadeando um aumento temporal de sua concentragdo. Esse aumento
temporal de DA poderia ser suficiente para manter a transmissao dopaminérgica

ideal na modulacdo dos processos motores mediados pelas vias direta e indireta.
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Adicionalmente, e modo mais especifico para a MAO-B, sua menor atividade
reduziria a metabolizagdo do MPTP em MPP*. O MPP" é o metabdlito tdxico do
MPTP que adentra, por meio do DAT, nos neurdnios dopaminérgicos e desencadeia
a morte destes pela inibicio do complexo | da cadeia respiratoria (DAUER;
PRZEDBORSKI, 2003). A diminui¢do do metabolismo do MPTP levaria a uma menor
oferta e captacdo de MPP® pelos neurdnios dopaminérgicos. Desse modo, a
concentracdo de MPP® nesses neurdnios estaria diminuida e a morte celular
induzida pelo MPTP seria atenuada por um menor blogueio do complexo | da cadeia
respiratoria, menor producdo de ROS e menor liberacdo de fatores
neuroinflamatérios (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; KHAN et al, 2013; KHAN et al,
2015). Assim, a populacdo neuronal remanescente também seria capaz contribuir
para a manutencdo dos niveis adequados de DA nos ganglios da base. Embora
nenhuma alteracdo tenha sido relatada no metabolismo relativo (turnover) da DA, o
retardo e a prevencgéao, respectivamente, da deplecdo de DOPAC e HVA poderia
sugerir que o AE seja capaz de reestabelecer o tbnus dopaminérgico por meio dos
efeitos compensatérios citados e da diminuicdo da morte neuronal.

A incapacidade do AE de prevenir a deplecdo de DA poderia parecer
contraditoria, todavia, Crocker et al 2003 demonstraram, no mesmo modelo
utilizado neste estudo, neuroprotecdo da SNpc e recuperacdo motora sem
necessariamente haver prevencdo da deplecdo de DA no estriado. Além de
concordar com nossos resultados, esses achados sustentam, de certo modo,
nossa hipétese ao sugerir que a integridade parcial da SNpc, per se, é capaz de
modular a atividade dos ganglios da base e coordenar o correto movimento
(CROCKER et al, 2003). Portanto esses mecanismos poderiam explicar, pelo menos
em parte, a prevencdo mediada pelo AE do déficit de forca e do aumento da
atividade locomotora voluntaria induzida pelo MPTP.

Nos ultimos anos, o estudo dos diversos fatores, tanto pré e anti-inflamatorios
guanto pré e antioxidantes, expressos pelas células da glia e astréscitos tém
chamado atengdo como promissores alvos para intervencdo terapéutica na DP
(BERAUD et al, 2013; CHEN et al, 2009; GAN et al, 2012; KHAN et al, 2015).
Estudos revelam que o aumento da expresséo e dos niveis de certos fatores pro-
inflamatoérios, em modelos da doencga induzidos pelo MPTP, estdo diretamente
relacionados a neurodegeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos da SNpc e,

consequentemente, ao comprometimento motor em testes, como por exemplo, grip
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test, rotarod e beam walking. (LIM; MILLER; ZAHEER,1989; LIM; ZAHEER; LANE,
1990; ZAHEER et al, 2007; ZAHEER et al, 2011). Recentemente, tem sido
demonstrado que a auséncia completa ou parcial desses fatores, por silenciamento
génico ou knockout, é capaz de prevenir os déficits motores e atenuar
significativamente a neurodegeneragdo da SNpc (KHAN et al, 2013; KHAN et al,
2014; KHAN et al, 2015). Além disso, 0 processo neurodegenerativo induzido pelo
MPTP induz processos compensatérios de neuroprotecao intrinseca (CALKINS et al,
2009; CHEN et al, 2009; PETRI; KORNER; KIAEI, 2012). Esses processos envolvem
0 combate ao estresse oxidativo e a neuroinflamacéo por meio do aumento da
transcricdo dos genes contendo elementos de resposta antioxidantes (ARE’s)
(CALKINS et al, 2009; PETRI; KORNER; KIAEI, 2012). A maior transcricdo desses
elementos leva o aumento de expressao de genes de detoxificacdo de fase dois,
como por exemplo, o gene da heme-oxidase 1 (HO-1), NAD(P)H-quinona-
oxirredutase-1 (NQO1) e o da glutationa S-transferase (GST) e suas subunidades,
gque neutralizam os produtos gerados pelos processos oxidativos e
neuroinflamatorios (BARONE; SYKIOTIS; BOHMANN, 2011; CALKINS et al, 2009;
CHEN et al, 2009; KOBAYASHI et al, 2004). No contexto da DP, tem sido
demonstrado que em encéfalos post-mortem a principal via que desencadeia o
aumento de expressdo desses genes esta preferencialmente aumentada nos
astrocitos (CHEN et al., 2009; JOHNSON et al, 2002; SCHIPPER; LIBERMAN;
STOPA, 1998). Estudos demonstram que o knockin para o fator nuclear 2
semelhante ao fator eritrdide 2 (Nrf2), que é o principal ativador da transcricdo dos
ARE’s, exclusivamente nos astrocitos é capaz de prevenir a SNpc da leséo
induzidas pelo MPTP e a deplecdo estriatal de DA, DOPAC e HVA (CHEN et al,
2009). Esse padrdo sustenta a ideia da neuroprotecdo indireta dependente das
células da glia e dos astrocitos (CHEN et al, 2009; GAN et al, 2012).

Nesse contexto e, de modo mais especulativo, a modulacéo pelo AE por meio
da deplecdo das vias que facilitam a neurodegeneracdo e pelo aumento dos
mecanismos de neuroprotecdo intrinsecos poderiam também explicar, pelo menos
em parte, a recuperacdo motora e a prevencao parcial e total dos niveis de DOPAC
e HVA, respectivamente, relatada em nosso estudo.

Em nosso estudo o MPTP induziu a diminuicdo da expresséo da ChAT e o

aumento da expressdo da AChE e dos M1R na regido mesencefalica. A exposicao a
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um AE foi capaz de atenuar a diminuicdo da expressdo da ChAT e prevenir o
aumento da expressao dos M1R nessa mesma regido.

Os efeitos primarios da ACh na regulacdo dos ganglios da bases e,
consequentemente, da funcdo motora se da pela liberagdo tbnica deste
neurotransmissor pelos Chls. OS Chis se ramificam em centenas de milhares de
projecdes que modulam fortemente a atividade das vias direta, indireta e de outras
estruturas dos ganglios da base como o STN, a SNpc, SNpr e GPi (XIANG et al,
2012, STRAUB et al, 2014 LIM; KANG; McGEHEE, 2014). Estudos tém
demonstrado que a neurodegeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos da SNpc
desencadeia um aumento do tdnus colinérgico no estriado e nos ganglios da base
capaz de gerar um aumento da atividade da via indireta e diminuicdo da atividade da
via direta (DEBOER et al, 1993; HRISTOVA; KOLLER, 2000; LIM; KANG;
McGEHEE, 2014). Esse fato, juntamente com a eficAcia comprovada dos agentes
anticolinérgicos no tratamento da DP, sustenta a ideia de que a ACh age de maneira
oposta a DA ao inibir a via direta e estimular a via indireta (CHEN; SWOPE, 2007,
LIM; KANG; McGEHEE, 2014; XIANG et al, 2012). Por outro lado, tem sido relatado
que o sistema colinérgico pode estar suprimido em decorréncia da deplecdo
dopaminérgica observada na DP tanto nos ganglios da base quanto em outras
regibes menos subcorticais do cérebro (CHUNG et al, 2010; BOHNEN; ALBIN, 2011;
MULLER; BOHNEN, 2013; HAGINO et al, 2015). Evidencias sugerem que a
elevacdo dos niveis de ACh, com o uso de anticolinesterasicos em pacientes com
PD, aumentaria a transmissao dopaminérgica por meio dos receptores nicotinicos
nos terminais dos neurénios dopaminérgicos recuperando a funcdo motora destes
pacientes (LIM; KANG; McGEHEE, 2014; CHUNG et al, 2010).

Primariamente, a diminuicdo da expressao de ChAT e o aumento da AChE e
dos M1R nos leva a sugerir que a deplecado do sistema colinérgico induzida pelo
MPTP € o principal correlato subjacente as anormalidades motoras observados em
nosso estudo. Concordando com nossos achados comportamentais e moleculares e
sustentando a ideia apresentada acima, Hagino et al (2015) demonstraram que
camundongos deficientes em dopamina (DDA) exibem hiperlocomo¢do no campo
aberto atrelada a baixos niveis de ACh e de expresséo génica da ChAT nos ganglios
da base (HAGINO et al, 2015). Interessante ressaltar ainda, que oxotreonina, um
agonista muscarinico, e o donepezil, um anti-colinesterasico, foram capazes de

reverter completamente a hiperlocomocédo dos camundongos DDA (HAGINO et al,
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2015). A atenuacédo da diminuicdo da expressdo de ChAT pela exposi¢do a um AE
juntamente com a prevenc¢ao do aumento de expressdo dos M1R pode sugerir que o
AE seja capaz de reestabelecer os niveis adequados de ACh e, consequentemente,
prevenir o comprometimento motor induzido pelo MPTP.

Por outro lado, nés ndo descartamos a possibilidade de que a deplecao
dopaminérgica e a neurodegeneragdo da SNpc induzidas pelo MPTP conduzam um
aumento do ténus colinérgico no estriado e nos ganglios da base, como comumente
é relatado pela literatura. A diminuicdo da expressao de ChAT e o aumento da AChE
poderiam refletir uma tentativa compensatéria de reestabelecimento do ténus
colinérgico por meio da diminuicdo da sintese e aumento da degradacdo da ACh. Ja
o aumento de expressdao dos MI1R poderia ser reflexo de um processo de
dessensibilizacdo devido aos altos niveis de ACh. Assim, o comprometimento motor
estaria relacionado com o aumento da atividade da via indireta (LIM; KANG,;
McGEHEE, 2014; XIANG et al, 2012). Concordando com essa ideia, Xiang et al
(2012) demonstraram que o aumento do ténus colinérgico nos ganglios da base
aumenta e diminui, respectivamente, 0os potenciais pds sinapticos excitatorios e
inibitérios no STN e na SNpr. Além disso, 0 grupo mostrou que tais manifestacdes
eletrofisioldgicas, assim como a catalepsia e a acinesia induzidas por haloperidol e
reserpina nos modelos de DP propostos, podem ser revertidas com o uso de
antagonistas muscarinicos (XIANG et al, 2012). Portanto, a prevencdo do aumento
de expressdo dos M1R observada no grupo AEM poderia significar uma prevencao
do aumento do ténus colinérgico induzida pelo AE.

De fato, nossos resultados sugerem que as alteracdes do sistema colinérgico
induzidas pelo MPTP, bem como a modulacdo deste sistema pela exposicdo a um
AE sdéo os principais componentes relacionados ao comprometimento e a prevencgao
dos aspectos motores avaliados neste estudo. Contudo, a investigacdo futura dos
niveis de ACh é fundamental para averiguar se nossos achados estao associados a
deplecdo ou ao aumento do ténus do sistema colinérgico na regido mesencefalica.
Adicionalmente, tal investigac&o contribuiria para melhor compreensdo dos efeitos
modulatérios induzidos pelo AE sobre esse sistema no contexto da DP.

Num estudo anterior, nosso laboratorio demonstrou hiperlocomocéo
exarcerbada induzida por metanfetamina num modelo de DP com a dose de 30
mg/Kg de MPTP via i.p. por cinco dias consecutivos (MORAES et al, dados ainda

nao publicados). Esse estudo sugeriu que o aumento relativo da inervacao
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serotoninérgica da via reticulo-estriatal, na tentativa de compensar a deficiéncia de
DA causado pela desenervacdo da via nigroestriatal, estaria por tras desse
comportamento (FOX; BROTCHIE, 2000; CHIA at al, 1996; HAGINO et al, 2015;
MORAES et al, dados ainda nao publicados). De fato, uma ampla gama de estudos
relatam hiperlocomocé&o induzida pelo MPTP e em camundongos deficientes em DA
(DDA) (CHIA et al, 1996; CHIA et al, 1999; COLOTLA et al, 1990; HAGINO et al.,
2015; LUCHTMAN et al, 2009; ROUSSELET et al, 2003). Esse comportamento tem
sido associado a altas concentracfes de 5-HT no estriado e pode ser revertido com
a desenervacédo e antagonistas serotoninérgicos (CHIA et al, 1996; CHIA et al, 1999;
AGINO et al., 2015).

Portanto, esse aumento compensatorio do tdnus serotoninérgico estriatal e
sua possivel normalizacdo induzida pelo AE poderia ser outra hipétese plausivel
para explicar, respectivamente, a hiperlocomog¢do induzida pelo MPTP e a
prevencdo deste comportamento observada em nosso estudo. A necessidade de
investigacdes futuras relacionadas ao tema é evidente e de fundamental importancia
para a confirmacdo dessa hipdtese e melhor compreensdo dos mecanismos que
levam a hiperlocomocéao induzida pelo MPTP.

Surpreendentemente, na regido mensencefélica, nenhuma alteracdo na
expressdo génica do sistema dopaminérgico foi observada. Estudos tém revelado,
em varios modelos de DP que utilizam o MPTP, uma recuperacdo espontanea
(recovery) dos neurdnios dopaminérgicos da SNpc e do estriado (ANDERSON;
BRADBURY; SCHNEIDER, 2008; ANSAH et al, 2011). Os provaveis mecanismos
que dirigem o processo de recovery incluem o aumento compensatério da
expressdo, da atividade e do nivel de TH nos neurdnios remanescentes dessas
regides (ANDERSON; BRADBURY; SCHNEIDER, 2008; SERRA et al, 2002). Tem
sido demonstrado que camundongos jovens (dois a trés meses) tém uma alta
capacidade de recovery, ou seja, € um processo estritamente relacionado com a
idade. (ANSAH et al, 2011; SERRA et al, 2002). Em nosso estudo, as
administragcfes de MPTP foram iniciadas quando os camundongos apresentavam
cerca de dois meses (62 dias), o que corrobora com 0 possivel processo de
recovery. Portanto, esse processo seria uma hipétese explicativa para a auséncia de

alteracdes na expressao génica do sistema dopaminérgico no mesencéfalo.
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6.2. Parametros cognitivos

Classicamente, o AE tem sido definido como uma complexa combinacdo de
estimulos inanimados e sociais (ROSENZWEIG et al, 1978). A manipulacdo das
condicdes de moradia de ratos e camundongos, por meio da oferta de tuneis,
abrigos, gangorras, rodas de correr e 0 maior nimero de animais em gaiolas mais
amplas, governa o0s estimulos definidos por Rosenzweig et al (1978)
(NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006; PANG; HANNAN, 2013; SALE;
BERARDI; MAFFEI, 2010). Um componente essencial e tipico do AE é a
oportunidade dos animais de alcancarem altos niveis de atividade fisica voluntaria,
cognitiva e exploratoria, além de experiéncias visuais, sociais, e somatossensoriais
(NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006; SALE; BERARDI; MAFFEI, 2010). Os
profundos efeitos da exposi¢cdo a um AE associados a facilitacdo cognitiva, tanto em
animais saudaveis quanto em modelos animais de diversas desordens, tém sido
extensivamente demonstrados e correlacionados as mudancas morfologicas,
bioquimicas, moleculares e epigenéticas (NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006;
PANG; HANNAN, 2013; SALE; BERARDI; MAFFEI, 2010; SOLINAS et al, 2010).

No nivel comportamental, utilizando varios paradigmas como o labirinto
aguatico de Morris, o labirinto radial de oito bracos, o labirinto de Barnes e testes de
reconhecimento, tem sido relatado melhor desempenho dos animais expostos a um
AE em tarefas de aprendizado, memodria de referéncia, MT e reconhecimento social
e de objetos (COSTA et al, 2007, VALERO et al, 2011; PANG; HANNAN, 2013). Nas
estruturas relacionadas com essas tarefas, observa-se aumento do peso relativo, do
comprimento e arborizacdo das espinhas dendriticas e do niumero e complexidade
sinptica (VAN PRAAG et al, 2000, SALE; BERARDI; MAFFEI, 2010; SALE;
BERARDI; MAFFEI, 2014). A modulacdo neuroquimica e génica de muitos sistemas
de neurotransmissores como, por exemplo, o dopaminérgico, o0 colinérgico, o
serotoninérgico e o glutamatérgico acompanham as alteracdes comportamentais e
morfoldgicas induzidas pelo AE (DEL ARCO et al, 2007a; DEL ARCO et al, 2007b;
LERGER et al, 2014; NAKA et al, 2002; PANG et al, 2009; SEGOVIA et al, 2006). As
neurotrofinas, representadas principalmente pelo BDNF, pelo fator neurotréfico
derivado da glia (GDNF) e pelo fator de crescimento do nervo (NGF), sdo outro
grupo de moléculas particularmente sensiveis a um AE (SOLINAS et al, 2010). O

aumento da expressao dessas moléculas tem se mostrado essencial nos processos
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de proliferacdo neuronal, plasticidade sinaptica e neuroprotecdo induzidos pelo AE
(NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006; NOVKOVIC; MITTMANN. MANAHAN-
VAUGHAN, 2015; SALE; BERARDI; MAFFEI, 2014; SOLINAS et al, 2010).
Adicionalmente, as alteracées do perfil de metilacdo do DNA, a remodelagem da
cromatina por acetilagdo e outros mecanismos epigenéticos facilitam a ativagéo e/ou
o silenciamento de muitos genes relacionados a esses fatores neurotréficos
(TURNER, 2009; KUZUMAKI et al, 2010).

Em nosso estudo foi utilizado o labirinto aquatico de Morris para avaliar a
memoria de referéncia e a MT. Atrelado a essas analises comportamentais, o perfil
de expresséo génica dos sistemas dopaminérgico e colinérgico cortical foi analisado.
Intrigantemente, a facilitacdo e o déficit cognitivo induzido, respectivamente, pelo AE
e pelo MPTP, bem como as alteracbes moleculares, ndo foram observados como
geralmente é relatado pela literatura (BEZARD el al, 2003; DEGUIL et al, 2010;
FAHERTY et al, 2005; LEGER et al, 2014; MORIGUCHI; YABUKI; FUKUNAGA,
2012; PANG; HANNAN, 2013; PREDIGER et al, 2010; YABUKI et al, 2014).

A utilizacdo de mudltiplos protocolos envolvendo a exposicdo a um AE tem
levado a uma grande heterogeneidade de resultados aparentemente controversos
(HATTORI et al, 2007; SILVA et al, 2011). Muitas variaveis parecem ter influéncia
sobre os efeitos facilitatorios induzidos pelo AE como, por exemplo, o tempo de
exposicdo a um AE, a idade do inicio desta exposicdo e género dos animais
(ARENDASH et al, 2004; CRACCHIOLO et al, 2007; JANKOWSKY et al, 2005;
LAZAROV et al, 2005; REDOLAT; MESA-GRESA, 2012).

No que se refere as doencas neurodegenerativas, essa grande
heterogeneidade de resultados frente a aspectos cognitivos, bioquimicos e
moleculares é notdria e amplamente descrita na literatura (NITHIANANTHARAJAH,;
HANNAN, 2006; PANG; HANNAN, 2013).

Evidéncias tém mostrado que os processos de facilitacdo cognitiva induzidos
pelo AE dependem majoritariamente do tempo de exposicdo do animal a este
ambiente (BENNETT et al, 2006; LEGER et al, 2014). Utilizando o labirinto aquatico
de Morris e o labirinto radial aquatico para avaliar, respectivamente, a memaria de
referéncia e a MT, Bennett el al (2006) demonstraram que camundongos expostos
por trés horas diarias a um AE durante um més ndo exibem melhor desempenho do
gue seu grupo controle (BENNETT et al, 2006). Indo de encontro a esse resultado,

foi demonstrado nesse mesmo estudo, que camundongos submetidos a exposicao



67

continua tiveram melhor desempenho tanto na tarefa de memodria de referéncia
quanto na tarefa de MT (BENNETT et al, 2006). Interessantemente, a facilitacdo
cognitiva observada foi correlacionada a diminuicdo da sinaptofisina no estriado,
hipocampo e coértex (BENNETT et al, 2006). Recentemente, Leger et al (2014)
analisaram detalhadamente como o tempo de exposi¢cdo a um AE pode influenciar e
alterar inimeros aspectos relacionados a cognicéo e a ansiedade. Além disso, foram
pesquisadas quais mudancas neuroquimicas e morfolégicas estariam por tras das
alteracbes comportamentais observadas no estudo (LEGER et al, 2014). Os
camundongos foram submetidos a exposi¢cdo a um AE por 24 horas, uma, trés, cinco
e seis semanas. Utilizando o teste de reconhecimento de objetos, o grupo
demonstrou um efeito de facilitacdo cognitiva “maxima” nos camundongos expostos
por uma e trés semanas (LEGER et al, 2014). Embora essa facilitacdo tenha
perdurado até a sexta semana, observou-se um declinio desse efeito “maximo” a
partir da quinta semana (LEGER et al, 2014). No labirinto em cruz elevado e no teste
de esquiva passiva, parametros utilizados para avaliar o comportamento do tipo
ansioso, nenhum efeito ansiolitico foi observado com 24 horas e uma semana de
exposicdo. Todavia, na exposicao por trés semanas foi relatado um efeito ansiolitico,
o qual foi completamente perdido a partir da quinta semana (LEGER et al, 2014).
Interessantemente, nenhuma alteracdo dos niveis de DA e seus metabdlitos foi
relatada na amigdala, hipocampo e no CPF, entretanto, nesta Ultima regido
observou-se aumento dos niveis de 5-HT apenas nos camundongos expostos por
trés semanas a um AE (LEGER et al, 2014). Os resultados apresentados
evidenciam o papel do tempo e sugerem uma relacéo de “dose dependéncia” com
padrdo em “U invertido” para os processos de facilitacdo cognitiva induzida pelo AE
(BENNETT et al, 2006; LAZAROV et al, 2005; PANG; HANNAN, 2013 LEGER et al,
2014). Sustentando essa ideia, outro estudo neuroquimico que triou 0s niveis de DA,
5-HT e NA em inumeras partes do encéfalo de roedores, revelou que apos cinco
semanas e meia de exposicdo (40° dia) os niveis destes neurotransmissores
retornam ou tendem a retornar para o0s niveis basais (NAKA et al, 2002).
Adicionalmente, um estudo anterior de nosso laboratério, em que os camundongos
foram expostos por quatro semanas a um AE, sugeriu facilitacdo da aprendizagem
na mesma tarefa de memoaria de referéncia, porém, nem a MT e nenhum parametro
molecular foram avaliados. (AREAL et al, dados ainda nédo publicados). Além disso,

muitos achados sugerem que essa relacédo de “dose dependéncia” se estenda para
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0s niveis bioquimicos e moleculares (LAZAROV et al, 2005; LEGER et al, 2014,
NAKA et al, 2002).

Em nosso estudo os camundongos foram expostos a um AE por sete
semanas (49 dias) antes do inicio dos testes de memodria de referéncia e MT e,
consequentemente, por oito semanas e meia (60 dias) antes das analises de
expressdo génica. Portanto, a relagédo de “dose-dependéncia” relatada e o declinio
dos efeitos facilitatorios induzidos pelo AE relacionado ao tempo poderiam explicar a
auséncia de efeito do nosso protocolo de enriqguecimento ambiental sobre os
pardmetros cognitivos avaliados no labirinto aquatico de Morris e na expressao
génica dos sistemas dopaminérgico e colinérgico do cértex. Além disso, o processo
de recovery, como jA mencionado na sessao anterior, poderia explicar a auséncia do
déficit cognitivo e das alteracfes na expressdo génica dos sistemas dopaminérgico e
colinérgico induzidos pelo MPTP no grupo APM.

O fato dos animais do grupo APM permanecerem mais tempo no quadrante
alvo em relacdo aos animais do grupo AES e AEM nos levou a hipotetizar uma
possivel inflexibilidade cognitiva induzida pelo MPTP, a qual se refletiria num
comportamento do tipo perseverante. Embora a confirmagdo da nossa hipotese
tenha falhado pelo método empregado nés ndo descartamos essa possibilidade.
Assim, investigacdes futuras utilizando métodos mais sensiveis e especificos para
deteccdo desse tipo de comportamento séo requeridas para confirmacédo de nossa
hipétese e melhor compreenséo dos resultados aqui apresentados.

No que se referem as manifestacdes motoras, bioquimicas e moleculares, os
resultados aqui apresentados sustentam de fato o possivel efeito neuroprotetor que
a exposicdo a um AE tem em relacdo a DP. Ja em relacdo aos parametros
cognitivos, nossos achados levantam a questdo da influencia do tempo de
exposicao, que precisa ser melhor compreendida por meio de estudos futuros, na
inducdo dos processos de facilitacdo cognitiva e das modificacbes moleculares

induzidas por este ambiente.
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7. Conclusodes

De acordo com os resultados apresentados neste estudo, pode-se concluir que:

¢ O MPTP gerou déficit de forca e induziu hiperlocomocdo os quais foram

prevenidos pela exposicdo a um AE;

¢ A administracdo de MPTP, na dose de 25 mg/Kg via i.p. por cinco dias
consecutivos, resultou na deplecdo de aproximadamente 70% dos niveis
estriatais de DA, DOPAC e HVA. O AE néo alterou a deple¢cdo dopaminérgica
induzida pelo MPTP no estriado, entretanto, reduziu a deplecdo de DOPAC e

HVA nesta regiao;

¢ A administracdo de MPTP assim como a exposicdo a um AE né&o induziram
alteracbes na expressdo génica do sistema dopaminérgico na regiao

mesencefalica;

¢ O MPTP induziu a diminuicdo da expressédo génica da ChAT e aumento da
AChE e do M1R. O AE preveniu a diminuicdo da expressao da ChAT e o
aumento do M1R;

¢ O MPTP e a exposicdo a um AE ndo induziram déficit e facilitacdo cognitiva
respectivamente nas tarefas de memoria de referéncia e MT no labirinto

aguatico de Morris;

¢ A administracdo de MPTP assim como a exposi¢do a um AE n&o induziram
alteracdes na expressao génica do sistema dopaminérgico e colinérgico no

cortex.
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8. Perspectivas e metas futuras

Com o intuito de confirmar e consolidar as hipGteses apresentadas e
galgando a publicacdo de nossos dados, nosso grupo almeja avaliar dentro do

delineamento experimental proposto:

¢ A reatividade a enzima tirosina hidroxilase da SNpc por meio de
imunohistoquimica para verificar o nivel de lesédo cerebral desses animais e a

possivel neuroprotecado induzida pelo AE;

¢ A atividade da enzima AChE na regido mesencefalica, estriado, hipocampo e

cortex;

¢ Os niveis dos neurotransmissores DA e ACh na regido mesencefalica,

estriado, hipocampo e cortex;

¢ A analise do perfil de expressdo génica dos sistemas dopaminérgico e

colinérgico do estriado e hipocampo;

¢ A atividade de HO-1, NQOL1 e GST na regido mesencefélica;

¢ A andlise da expressdo génica de Nrf2, HO-1, NQO1 e GST na regido

mesencefélica.
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