UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Programa de Pés-graduagao em Neurociéncias

Larissa Katharina Sabino Abreu

ESTUDO DE SINTOMAS NAO-MOTORES EM MODELO EXPERIMENTAL DE
DOENGA DE PARKINSON POR INFUSAO INTRANASAL DE MPTP: UMA
ANALISE COMPORTAMENTAL E IMUNOLOGICA

Belo Horizonte
2022



Larissa Katharina Sabino Abreu

ESTUDO DE SINTOMAS NAO-MOTORES EM MODELO EXPERIMENTAL DE
DOENGA DE PARKINSON POR INFUSAO INTRANASAL DE MPTP: UMA
ANALISE COMPORTAMENTAL E IMUNOLOGICA

Versao final

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdao em Neurociéncias do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Federal de
Minas Gerais, como requisito parcial para
obtencao do titulo de Mestre em Neurociéncias.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Aline Silva de Miranda

Belo Horizonte
2022



043

Abreu, Larissa Katharina Sabino.

Estudo de sintomas ndo-motores em modelo experimental de doenca de
Parkinson por infusao intranasal de MPTP: uma andlise comportamental e
imunoldgica [manuscrito] / Larissa Katharina Sabino Abreu. — 2022,

744 2+l 5295 e,

Orientadora: Prof.? Dr.? Aline Silva de Miranda.
Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Biolodgicas. Programa de Pés-Graduacdo em Neurociéncias.

1. Neurociéncias. 2. Doenca de Parkinson. 3. 1-Metil-4-Fenil-1,2,3,6-Tetra-
Hidropiridina. 4. Neurite. 5. Fatores de Crescimento Neural. 6. Citocinas. I.
Miranda, Aline Silva de. II. Universidade Federal de Minas Gerais. Instituto de
Ciéncias Biologicas. III. Titulo.

CDU: 612.8

Ficha Catalografica elaborada por Fabiane Cristielle M. Reis - CRB: 6/2680




O202/2022 11333 SEVUFMG - 1167755 - Folha de Aprovagiio

UMIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAQ EM NEUROCIENCIAS

FOLHA DE APROVACAO

ESTUDO DE SINTOMAS NAO-MOTORES EM MODELO EXPERIMENTAL DE DOENCA DE PARKINSON POR INFUSAQ INTRANASAL DE MPTP: UMA ANALISE
COMPORTAMENTAL E IMUNOLOGICA

LARISSA KATHARIMA SABING ABREU

Dissertagdo submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pos-Graduacdo em NEUROCIENCIA,S, como reguisito para obtencdo
do grau de Mestre em NEUROCIENCIAS, drea de concentracio NEUROCIENCIAS CLINICAS.

Aprovada em 18 de janeiro de 2022, pela banca constifuida pelos membros:

Prof(a). Milene Alvarenga Rachid
UFMG

Prof(a). Paula Luciana Scalzo
UFMG

Prof(a). Aline Silva de Miranda - Orientadora
UFMG

Cocuments assinade eletronicaments por Aline Silva de Miranda, Servidor{a), em 28/01/2022 a5 18:07, conforme hordrio oficizl de Brasilia, com
fundamento no art. 52 do Decreton 10,543 de 23 de novembro de J020

—m—
SEI! :ill Documento assinade eletronicamente por Milene Alvarenga Rachid, Servidor{a), em 01/02/2022, 35 11:11, conforme horario oficial de Brasilia, com
Apisyn fundamento no art. 52 do Degreto n? 10,593, de 13 de novembro ge 2020

—e
Sel! ﬂ Documents assinado eletronicamente por Paula Luciana Scalzo, Professora do Magistério Superior, em 02/02/2022, 35 09:55, conforme horario oficial de
ARt °

slevhnica Erasilia, com fundamento no art. 52 do [lecreto 02 10,543, de 13 de novembro de 2020

o
S = A autenticidade deste documento pode ser conferida no site httpzissiufme brizei/conrraiador sxterng php?
2¥ zozo=documento conferir®id orego acesso exterpo=0 informando o codigo verificader 1187756 = o codigo CRC DCIFELFE.

Referéncia: Processo n2 23072.201545,/2022-15 SEl n2 1187756

itps:iisal LM br/setCoNTOiador php? 3c30=0oUMENts,_IMprmi_ webd 3630 _origem=anor: Wsualizardid documento=1254TBEAITS. Sisterna=1000001008nTra_unidade_tusi=11000170E&IMTS hash=43046%3d... 22



AGRADECIMENTOS

As pessoas que mais admiro nesta vida: meus pais, Isaias e Rozana que
foram meu suporte e meu colo em todos os momentos que precisei. Que sempre
estiveram ao meu lado, que me mostraram que a vida é feita de lutas e que nunca

se deve parar de lutar. Que eu seja cada vez mais resiliente como vocés.

A minha irma, Desirée pelo companheirismo, pelo amor e pelo carinho que

vocé tem a me oferecer.

As minhas sobrinhas, Daniela e Katarina, que enchem a minha vida de amor
e de esperanga no futuro. Que me dao motivos e esperangas para lutar por um

mundo melhor.

A memoéria do amor incondicional da minha vé Mariinha, que sempre sera o

meu exemplo de forca e de raga.

Ao meu amor, Barbara, que estda sempre ao meu lado e que aguenta todas as
minhas crises de ansiedade e estresse. Que me acalma e me traz de volta a

realidade.

Aos meus familiares por me fornecerem tanto carinho e tantos momentos de
alegria. Um agradecimento especial a minha tia Raimunda, que em todos os
momentos € lembrada e que me despertou a curiosidade sobre essa doenca tao

complexa.

Ao Totdé e a Belinha, que mesmo sem saber, foram meus companheiros de

escrita e meus refugios de paz quando tudo parecia tao dificil.

A Bruna e a Carol do Laboratério Conceicdo Machado, a compreenséo, a
amizade, o incentivo e o companheirismo. Gratidao por todo o ensinamento desde a

minha iniciagao cientifica.

A Maria Carolina, pela paciéncia e pela prontiddo para realizar a

imunofluorescéncia e fazer o registro fotograficos das regides de interesse.



A Eliana, por compartilhar seu conhecimento e sua experiéncia comigo, pelas
conversas a respeito da minha inseguranga académica e por fazer a analise
morfolégica da imunohistoquimica para marcacao de tirosina hidroxilase, em um

momento crucial para finalizagdo do trabalho.

Ao Cristian, amizade que a UFMG me proporcionou e que sempre foi um

ponto de apoio durantes as varias horas de experimento.

A orientadora Prof2. Dr.2 Aline Silva de Miranda por me receber e aceitar me
orientar mesmo com meus “poréns”, por me apoiar e ter acreditado em meu

potencial.

Ao professor Hani Camille Yehia, pelo apoio e incentivo para que eu

retomasse a minha caminhada e ndo desistisse da minha pds-graduacgao.

Aos meus colegas de trabalho da escola Gigante, que me receberam e
cuidaram para que eu conseguisse finalizar a escrita dessa dissertacdo. Em especial
a professora Tereza, que me acolheu e se preocupou com a minha saude fisica e

mental durante esse processo.



“Sem a curiosidade que me move, que me inquieta, que me insere na busca, ndo aprendo
nem ensino”
Paulo Freire



RESUMO

A doenga de Parkinson (DP) € conhecida pelos sintomas motores principalmente:
tremor em repouso, bradicinesia, rigidez, instabilidade postural e festinacdo. Apesar
de os sintomas motores serem mais conhecidos, ha evidencias de sintomas n&o
motores que podem preceder em anos o0 aparecimento das alteragdes motoras.
Dentre esses sintomas n&o motores estdo alteracbes comportamentais e cognitivas
tais como: hiposmia, depressao e ansiedade, declinio cognitivo, disturbios do sono e
constipagdo. Embora os mecanismos envolvidos na DP permanegam pouco
elucidados, a morte de neurdnios dopaminérgicos na Substantia Nigra pars
compacta (SNpc) e a consequente alteracdo da via nigroestriatal parecem
desempenhar importante papel na fisiopatologia da doenga. Fatores como estresse
oxidativo, genética, disfungdes mitocondriais, senescéncia, neuroinflamagao e
exposicao as toxinas parecem ter papel importante no desenvolvimento inicial da
doenga. Muitos estudos descrevem a microglia alterando sua morfologia e
secretando citocinas pro-inflamatdrias e espécies reativas de oxigénio (ROS) em
resposta a algum gatilho inflamatério. O modelo animal por infusdo intranasal de 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) mimetiza aspectos do estagio inicial da
doenga, entretanto o papel do sistema imune na fisiopatologia desses sintomas néo
motores tem sido pouco explorado. No presente estudo, os animais que receberam
infusdo intranasal de MPTP apresentaram prejuizos significativos de memodria
olfatéria e social bem como comportamento do tipo compulsivo e ansioso. Os
sintomas ndo motores estdo associados ha um aumento da ativagdo glial e
alteracbes de mediadores inflamatodrios e fatores neurotréficos na substancia negra
e no estriado. Assim, o modelo de infusdo intranasal por MPTP é capaz de
mimetizar aspectos clinicos iniciais da DP bem como processos inflamatérios
envolvidos na fisiopatologia da doenca. Esse modelo pode ser uma ferramenta
valiosa para o estudo de mecanismos celulares e moleculares envolvidos na DP
bem como para a identificagdo e desenvolvimento de estratégias terapéuticas com

foco em minimizar ou prevenir os sintomas nao motores e motores da DP.

Palavras-chave: Parkinson, MPTP, neuroinflamacdo, comportamento, citocinas,

fatores neurotroficos.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is known for its motor symptoms: resting tremor,
bradykinesia, rigidity, postural instability and festination. Although motor symptoms
are better known, there is evidence of non-motor symptoms that may precede the
appearance of motor alterations by years. Among these non-motor symptoms are
behavioral and cognitive changes such as: hyposmia, depression and anxiety,
cognitive decline, sleep disorders and constipation. Although the mechanisms
involved in PD remain poorly elucidated, the death of dopaminergic neurons in
Substantia Nigra pars Compacta (SNpc) and the consequent alteration of the
nigrostriatal pathway seem to play an important role in the pathophysiology of the
disease. Several factors have been implicated in dopaminergic degeneration such as
genetics, senescence, oxidative stress, mitochondrial dysfunction, neuroinflammation
and exposure to environmental toxins. Many studies describe microglia changing its
morphology and secreting pro-inflammatory cytokines, neurotoxins and reactive
oxygen species (ROS) in response to some inflammatory trigger. The animal model
by intranasal infusion of 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) mimics
aspects of the early stage of the disease, however the role of the immune system in
the pathophysiology of these non-motor symptoms has been little explored. In the
present study, animals that received intranasal infusion of MPTP showed significant
impairment of olfactory and social memory as well as compulsive and anxious-type
behavior. Non-motor symptoms are associated with glial activation and changes in
inflammatory mediators and neurotrophic factors in the substantia nigra and striatum.
Thus, the MPTP intranasal infusion model is able to mimic early clinical aspects of
PD as well as inflammatory processes involved in the pathophysiology of the
disease. This model can be a valuable tool for the study of cellular and molecular
mechanisms involved in PD as well as for the identification and development of
therapeutic strategies focused on minimizing or preventing PD-associated non-motor

and motor symptoms.

Keywords: Parkinson, MPTP, neuroinflammation, behavior, cytokines, neurotrophic
factors.
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1. FUNDAMENTAGAO TEORICA

1.1. Aspectos Gerais da Doenga de Parkinson

A doencga de Parkinson (DP), também conhecida como paralisia agitante, € a mais
comum desordem do movimento e é a segunda mais comum doenga neurodegenerativa
do sistema nervoso central, ficando atras apenas da doengca de Alzheimer
(Radhakrishnan et al., 2018). A DP foi descrita pela primeira vez em 1817 por James
Parkinson em sua monografia, na qual escreveu os sintomas clinicos classicos da
doenga: tremor de repouso, lentiddo dos movimentos voluntarios (bradicinesia),
instabilidade postural e marcha festinante (Parkinson, 1817, republicado em 2002).

Em 1861, Jean-Martin Charcot caracterizou melhor os sinais clinicos da doenca e
sugeriu 0 nome de “La maladie de Parkinson”, reconhecendo James Parkinson por sua
monografia. Charcot caracterizou a presenga de disartria, disfagia, micrografia e
alteragdes autondmicas; definiu a rigidez, instabilidade postural e a bradicinesia, além de
propor o primeiro tratamento farmacoldgico da doenga. Posteriormente, Frederick Henry
Lewy (1912) reportou a presenca de inclusbes no interior dos neurénios de pacientes
diagnosticados com a DP (atualmente conhecidos como corpos de Lewy, causada pelo
acumulo da proteina alfa-sinucleina). Konstantin Tretiakoff em 1919 reportou a alteragao
estrutural devido a morte de neurbnios da substancia negra pars compacta (SNpc) do
mesencéfalo ventral (Rodriguez-Violante, 2017).

Em 1957, o trabalho de Arvid Carlsson e Oleh Hornykiewicz estabeleceu um
grande marco para a DP: a deficiéncia da dopamina foi descrita pela primeira vezem
modelo animal, e levou ao primeiro tratamento utilizando a levodopa (Jankovic e Tan,
2020), um medicamento que é convertido em dopamina no sistema nervoso central e
supre a deficiéncia do neurotransmissor. O efeito do medicamento comega normalmente
em 45 a 90minutos apods a ingestao e controla os sintomas motores dos pacientes, e seu
efeito pode durar algumas horas (Picconi et al., 2017). Em alguns casos, o paciente se
torna resistente a medicacao e pode ser indicada a estimulacéo cerebral profunda, feita
por meio de intervengdes cirurgicas (Reich & Savitt, 2019).

Atualmente, acredita-se que os primeiros sintomas motores da DP aparecem

quando cerca de 60-70% das células dopaminérgicas tirosina hidroxilase-positivas
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(TH-positivas) da SNpc sédo degeneradas (Przedborski, 2000). A SNpc € uma
regido que envia projegdes para o nucleo estriado, a chamada via nigroestriatal que
desempenha papel importante no controle e modulagdo do movimento voluntario do corpo
(Keath et al., 2007).

Além dos sintomas motores, € reconhecido que os individuos podem apresentar
uma variedade de sintomas neuroldgicos e psiquiatricos, incluindo a constipagao,
diminuicao do olfato, disturbios do sono, dor, depressao e transtornos de ansiedade que
surgem anos antes de os déficits motores classicos de PD serem aparentes (Ferrer et al.,
2011; Savica et al., 2010). E importante ressaltar que além da via nigroestriatal, a
substancia negra também envia proje¢cdes para regides que estdo diretamente
relacionadas envolvidas a emogao, comportamento, motivacdo e recompensa (Chinta &
Andersen, 2005).

Diversos estudos longitudinais associam alguns fatores de risco para DP: consumo
de leite e derivados (Chen et al., 2007; Jiang et al., 2014), exposicao a pesticidas e
produtos quimicos conhecidos por afetar complexo mitocondrial | ou para causar estresse
oxidativo (Baldi et al., 2003; Tanner et al., 2011), trauma cranioencefalico (Rugbjerg et al.,
2008) entre outros. Ja alguns estudos mostram alguns fatores que podem estar
associados a redugao do numero de casos da DP, sendo eles: tabagismo (Chen et al.,

2010), consumo de cafeina (Liu et al., 2012) e atividades fisicas (Yang et al., 2015).

1.2 Epidemiologia da Doencga de Parkinson

A doenca de Parkinson € a segunda doencga neurodegenerativa mais comum que
acomete a populacdo humana, ficando atrds somente do Alzheimer (Reich & Sauvitt,
2019). A incidéncia da doencga varia de forma consideravel de acordo com a idade da
populagao estudada: a porcentagem de individuos acometidos pela DP abaixo de 50 anos
€ muito baixa, mas aumenta consideravelmente e atinge seu pico aos 80 anos de idade
(Ascherio & Schwarzschild, 2016) e aproximadamente 10% de todos os casos sé&o
devidos a mutagdes genéticas (Hindle, 2010).

Estima-se que de 15 individuos a cada 100.000 habitantes desenvolvam a doenca

por ano e a prevaléncia esteja entre 100 a 200 por 100.000 individuos na
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populagdo mundial (Tysnes et al., 2017). Além disso, devido ao envelhecimento da
populagdo mundial, estima-se que o numero de pacientes com DP dobre até 2030 (Elbaz
et al., 2016), o que levaria a uma maior carga econémica e social nos paises com maior
populacdo idosa, a menos que nos proximos anos sejam desenvolvidas formas de
tratamento, prevengcdo ou até mesmo cura para a doenga (Simon, Tanner & Brundin,
2019)

De acordo com o censo 2000 do IBGE, a incidéncia da DP nos brasileiros é de
700/100.000 individuos com idade entre 60-69 anos, e de 1.500/100.000 individuos com
idade entre 70-79 anos. Porém o numero de pacientes com DP é meramente estimativo,
pois ndo € obrigatéria a notificagcdo dos casos. Em 2016, foi estimado que 220 mil
pessoas fossem acometidas pela doenga (Bovolenta & Felicio, 2016). Em estudo
realizado em Bambui, cidades de Minas Gerais foram pesquisadas 86 pessoas com
idade acima de 64 anos e a taxa de prevaléncia da DPfoi 3,3% (Barbosa et al., 2006), o
que indica que o valor estimado esta muito abaixo da realidade. Nesse estudo ndo houve
diferencga estatistica de incidéncia entre os géneros.

Hirsch e colaboradores (2016) mostraram uma diferenga significativa nas taxas de
incidéncia de DP por género, entre as idades de 60-69 e 70-79 anos, sendo que 0s
homens os principais acometidos. Do ponto de vista neurobiolégico, Haaxma e
colaboradores (2007) relataram que as mulheres podem exibir um fenétipo mais benigno
e progressdo mais lenta da doenga, e especulam que esta diferenga fenotipica €&
atribuivel a uma maior atividade de estrogénio. Entretanto, algumas meta-analises
identificam que algumas populagdes nao apresentam a diferencia na taxa de incidéncia
entre os géneros, argumentando contra o efeito protetor do hormbnio sexual feminino
(Taylor, Cook & Counsell, 2007).

Algumas profissbes também possuem niveis de incidéncia da DP aumentados
quando comparados com a populagao em geral. Simon, Tanner & Brundin (2019) relatam
sobre a exposicdo ocupacional a pesticidas (como em trabalhadores agricolas e
moradores do campo), a solventes clorados (utilizado em limpezas, anestésicos e na
producdo de alguns tipos de tecido) e ao manganés (presente em equipamentos de

soldagem, elevando casos de DP em soldadores).
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1.3  Sintomas da Doenga de Parkinson

Os nucleos da base, em especial o nucleo estriado e a SNpc sdo o foco principal
das alteragbes estruturais apresentadas na DP: redugao significativa na pigmentacado da
neuromelanina, perda neuronal e presenca de CL sao observadasna SNpc (Lotankar,
2017). Os primeiros sinais motores da DP aparecem quando cerca de 50% dos neurénios
dopaminérgicos da SNpc sdo degenerados (Armstrong, 2020) e resulta na diminuicdo da
entrada da dopamina no estriado, chamada via nigroestriatal, responsavel pelo controle
dos movimentos voluntarios do corpo (Chinta & Andersen, 2005).

Os sinais motores da DP incluem tremor em repouso, bradicinesia, instabilidade
postural e rigidez. O mais comum € o tremor em repouso, que inicialmente afeta a
extremidade do membro e geralmente é unilateral. A velocidade do tremor € baixa, e &
suprimido pelo relaxamento total do membro (Hayes, 2019).

Apesar das alteracbes motoras serem a principal caracteristica da DP, também
sdo manifestados sintomas ndo motores que sdo tao debilitantes quanto os sintomas
classicamente conhecidos. As principais alteragcdes nao-motoras descritas sao: declinio
cognitivo, hiposmia (perda de olfato), depresséo, ansiedade, constipacao e disturbios do
sono (Hayes, 2019). E importante ressaltar que além da via nigroestriatal, a substancia
negra também envia projegcdes para area tegmentar ventral, e esta via esta diretamente
relacionada com regides limbicas envolvidas com emoc¢ao, comportamento, motivagao e
recompensa (Chinta & Andersen, 2005).

Os sintomas nao-motores da DP podem anteceder por varios anos o aparecimento
dos sintomas motores e definitivos para o diagnéstico da doenga, e futuramente podem
contribuir como marcadores para a previsdo de quem ira desenvolver a patologia
(Reichmann, 2017). Para isso, € necessario verificar ohistérico de saude do paciente, o
que pode ser dificil pois eles proprios ndo podem menciona-los aos seus médicos por nao
associarem a DP ou, em alguns casos, por vergonha, como relata Pfeiffer (2015).

A hiposmia € o sinal pré-motor mais comum e se desenvolve com cerca de4 a6
anos antes da doenca se manifestar em sua forma classica (Muller et al., 2005). Segundo
Mahlknecht, Seppi e Poewe (2015), “déficits de detecgao, identificagdo ou discriminagao
olfatéria tém sido encontrados de forma consistente em aproximadamente 80% dos

pacientes com DP”. Estudos demonstraram que ha
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presenca de CL no bulbo olfatério dos pacientes, mesmo nos que se encontram na
fase pré-motora da DP (Braak et al., 2004), corroborando a hipétese de que se trata de
um sinal pré-clinico da doenga.

A depressao e a ansiedade estao entre os sinais ndo-motores mais importantes da
DP, e também é um importante sintoma pré-clinico (Thobois et al.,, 2017). Sintomas
depressivos estdo presentes em 20 a 30% dos portadores da doenga, enquanto a
ansiedade possui um indice epidemiolégico de 20 a 52%. Comumente esses sintomas
estao relacionados a baixa qualidade de vida e baixo desempenho social dos pacientes, e
necessitam de diagnostico e tratamento (Ray & Agarwal, 2019).

Disturbios do sono REM tém prevaléncia de cerca de 40% em pacientes com DP, e
aparecem anos antes dos sintomas motores (Amato et al., 2020). O sono REM(Rapid eye
movement, em portugués: movimento rapido dos olhos) é caracterizado por apresentar os
tragos no eletroencefalograma (EEG) parecidos com o EEG de vigilia: alta frequéncia e
baixa voltagem das ondas detectadas. Associados as ondas cerebrais, € observado o

rapido movimento dos olhos e a atonia muscular (Amato et al., 2020).

Tabela 1. Sintomas motores e ndo motores da doenca de Parkinson.

Sintoma Definigao ou elementos-chave
Motores
Bradicinesia Lentiddo e movimentos progressivamente menores (hipocinesia) conforme um

individuo repete uma tarefa varias vezes consecutivas

Rigidez Resisténcia involuntaria e independente da velocidade ao movimento passivo de
uma articulagdo por um examinador, com ou sem
um fendmeno da roda dentada

Tremor em repouso Um tremor de 4 a 6 Hz em um membro totalmente em repouso, que desaparece
temporariamente quando o membro é mantido estendido e, em seguida, retorna
(tremor reemergente) e ndo esta presente durante o0 movimento

Instabilidade postural Comprometimento do equilibrio que afeta a capacidade de uma pessoa de mudar
ou manter posturas, como caminhar ou ficar em pé; tipicamente uma caracteristica
tardia da doenga de Parkinson

Nao-motores

Perda olfatéria Sentido do olfato diminuido ou ausente (hiposmia)

Disturbio do sono Sintomas de disturbio comportamental do sono de movimento rapido dos olhos,
sonoléncia diurna, insénia de manutengéo do sono

Alteragbes Constipagéo, esvaziamento gastrico retardado, urgéncia e frequéncia urinaria,

autonémicas disfungao erétil, hipotensao ortostatica, sangue, variabilidade de pressao.

Disturbios Depressao, ansiedade, apatia e psicose.

psiquiatricos

Comprometimento Comprometimento cognitivo leve ou deméncia, muitas vezes afetando inicialmente

cognitivo a atengao, o executivo e fungdes visuoespaciais
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Tabela 1 - Sintomas motores e nao motores da doenga de Parkinson: resumo dos sintomas motores
e ndo motores da doenca de Parkinson (tabela adaptada de Armstrong, 2020)

Tanto os sintomas motores quanto os ndo-motores sofrem flutuagdes durante
determinados periodos da vida do paciente. Apesar disso, essas flutuagdes sofridas nos

sintomas nao-motores sdo os que mais reduzem a qualidade de vida do paciente e da
familia, e sdo as maiores preditoras de alocar os pacientes em casas de repouso (Pfeiffer,
2015).

Os tratamentos utilizados nos pacientes portadores da DP visam controlar
exclusivamente os sintomas motores que caracterizam a doenga, por meio do aumento
dos niveis de dopamina disponiveis nas regides acometidas pela neurodegeneragéo
(Crippa et al., 2014; Ferreira-Junior et al., 2020). Entretanto, os altera¢gdes ndo-motoras
nao sao responsivas a essa abordagem terapéutica e podem ser agravadas,
comprometendo ainda mais a qualidade de vida do paciente (Rieder, 2020).

Em um estudo realizado por Braig et al. (2015), revelou-se que o tratamento dos
sintomas nao-motores ¢é infrequente em pacientes de DP. A medicagao era prescrita para
apenas 28% daqueles com depressdo moderada a grave, 2% dos pacientes com
disturbios do sono e 66% de individuos com constipagdo moderada. O diagnostico
anterior ao desenvolvimento dos sintomas motores também é um desafio, tendo em vista
que a morte neuronal e alguns sintomas ja estdo presentes anos antes do aparecimento
dos sintomas motores, quando a neurodegeneragao ja esta em estagio avangado (Miller &
O’Callaghan, 2016). A figura 1 demonstra uma linha do tempo entre o inicio da morte

neuronal e o diagnostico, como acontece atualmente.
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Figura 1: Linha do tempo da morte neuronal. Fatores e marcadores pré-motores associados a perda de
neurdnios antes do inicio dos sinais motores e do diagndstico clinico. (Retirado de Miller &
O’Callaghan, 2016).

1.4 Fisiopatologia da Doencga de Parkinson

Como citado anteriormente, a DP é conhecida pela morte dos neurdnios
dopaminérgicos da SNpc (Dickson, 2018), despigmentacdo dessa regidao nos
individuos acometidos pela doengca e a presenga de aglomerados de proteinas
dobradas incorretamente, formando o CL (Dauer & Przedborski, 2003). E uma
doenga progressiva e irreversivel, que altera o funcionamento da via nigroestriatal,
via mesocortical e mesolimbica (Chinta & Andersen, 2005; Wise, 2004).

A SNpc é uma regido com intensa pigmentagcdo proveniente do acumulo de
neuromelanina de tom escuro, sendo a regiao mais pigmentada do cérebro (Zucca
et al., 2014). A neurodegeneragao na SNpc afeta principalmente o nucleo estriado,
diminuindo drasticamente a dopamina na via nigroestriatal. Como explicitado por
Urban et al. (2020), outras estruturas e neurotransmissores também sao afetados:
os neurdnios noradrenérgicos do locus coeruleus, neurdnios colinérgicos no nucleo
basal de Meynert e neurbnios serotoninérgicos nos nucleos da rafe também esta
envolvida com a fisiopatologia da DP. As alteracbes dos niveis de acetilcolina,
glutamato e acido y-aminobutirico (GABA) no nucleo subtalamico, talamo e no cértex
também se relacionam com a sintomatologia clinica da desordem (Wichmann & De
Long, 2003).

Além da morte neuronal, os CL sdo importantes marcadores histopatologicos
da DP. Os CL sao inclusdes intracelulares de proteinas mal inoveladas, em que se
destaca a alfa-sinucleina. A a-sinucleina € um componente central para a
patogénese da doencga. No entanto, o mecanismo pelo qual a a- sinucleina causa
toxicidade e contribui para a morte neuronal permanece desconhecido (Mahul-
Mellier et al., 2020). Em meados da década de 1990 foi descoberta “a primeira forma
monogénica de Parkinsonismo de CL, [...] mutacdo A53T no gene da alfa-
sinucleina”, tornou a proteina um dos principais alvos das pesquisas sobre DP
(Langston, 2017).

ApoOs a descoberta da DP e sua fisiopatologia, muito se discutiu sobre a
etiologia da doenca. Discussdes a respeito de fatores genéticos e ambientais
passaram por mudangas com o passar dos anos, mas nunca se chegou a uma

resposta conclusiva sobre o gatilho inicial para a neurodegeneracéo.
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Existem diversas vertentes de estudo sobre a etiologia da doenca: fatores
ambientais que interagem com fatores genéticos (Rieder, 2019; Simon, Tanner &
Brundin, 2019), senescéncia (Levy, 2007), neuroinflamacao (Barcia et al., 2011),
exposi¢cao a toxinas ambientais (Mangano & Hayley, 2009), disfungdes mitocondriais
(Yang & Lu, 2009), entre outros.

Dentre os fatores ambientais, a exposi¢cédo a pesticidas (como o paraquat e a
rotenona) sdo fortemente associados a um risco para desenvolvimento da doenca
de Parkinson. Por outro lado, condigbdes genéticas aumentam o risco diante da
exposigao dessas substancias, ndo podendo se negar a importancia das variantes
genéticas (Chia et al., 2020).

Alguns genes sao estudados por possuirem relagdo com o desenvolvimento
com a DP. Em meta-analise com a maior base de dados realizada por Nalls et al.
(2019), foram identificados 90 fatores de risco genéticos comuns independentes que
se relacionam de alguma forma com o risco de se desenvolver a doenga. Como, por
exemplo, mutagbes do gene GBA sdo consideradas a mutagcdo genética mais
comum até o momento identificada nesta doenga. Uma hipétese é que haja redugao
da atividade enzimatica levando ao acumulo anormal de alfa-sinucleina e entre
outras mudancas fisiologicas (Rieder, 2019).

Além disso, as mutagbes genéticas associadas a DP mais comuns tém
penetrancia incompleta, indicando que outros fatores ambientais ou genéticos estao
envolvidos. Um estudo comparando as taxas de concordancia em gémeos
monozigoticos e dizigdticos estimou a herdabilidade em apenas 30%, sugerindo que
a maior parte do risco da DP esta relacionada a fatores ambientais e
comportamentais (Simon, Tanner & Brundin, 2019).

Além das descobertas de fatores genéticos associados ao desenvolvimento
da DP, estudos apontam relagcao entre infecgdes virais e parkinsonismo, seja ele
transitério ou permanente. Esse campo de pesquisa investiga numeros anormais de
casos de parkinsonismo durante pandemias e epidemias de determinados virus,
sendo os mais comuns das familias Herpesviridae, Orthomyxoviridae, Picornavirisae
e Flaviviridae (Jang et al., 2009; Henry et al., 2010; Victorino et al., 2020), e segundo
Victorino et al. (2020, p. 900) os dados sugerem uma contribuigéo viral para o inicio
da neurodegeneragcédo da DP, seja diretamente (pela presenga do virus no
parénquima cerebral) ou indiretamente (induzindo um processo inflamatério no

cérebro).
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Além dos fatores mencionados, estudos tém demonstrado que o
envelhecimento gera uma série de mecanismos celulares e moleculares que ativam
um estado chamado “inflammaging”, em que sao ativados uma série de mediadores
inflamatorios (Li et al.,, 2020). Li et al. (2020) ainda apontam que a soma de
estimulos endoégenos e exégenos ativam receptores de reconhecimento de padrbes
(PRRs) durante a vida, e convergem para o estado de inflammaging. Franceschi et
al. (2014) sugerem uma correlagao entre inflamacao e doencas neurodegenerativas.
Alguns autores admitem que a liberagdo de uma pequena quantidade de a-
sinucleina, junto com esse estado de inflammaging, podem ativar a micréglia e gerar
uma inflamagao exacerbada, o que poderia ser o gatilho da DP. Ressalta-se ainda
que astrécitos imunorreativos em que apresentavam inclusdes de a-sinucleina, sao
encontrados na DP (D’Agostinho et al., 2012).

Sem um consenso sobre a etiologia da doenca, foi sugerido que fatores como
a senescéncia e fatores genéticos participam da patogénese da doencga, e pode agir
acompanhada de um evento ambiental, como infecgbes virais e traumas
cranioencefalicos, processos que ocorrem na fase prodromica da DP (Victorino et
al., 2020), assumindo assim que a DP pode apresentar etiologia multifatorial e

convergente para a morte dos neurdnios dopaminérgicos da SNpc.

1.5 Neuroinflamagao e Fatores Neurotréficos na Doencga de Parkinson

Embora as células gliais sejam essenciais para a homeostase do sistema
nervoso central (Schwartz et al., 2013), existem evidéncias emergentes de que as
disfungdes microgliais e astrociticas contribuem para a patogénese e progressao da
DP (Kam et al, 2020). Repetidamente a neuroinflamacdo € associada a
neurodegeneracdo, porém ainda ndo existe consenso sobre qual é causa e qual é a
consequéncia entre os dois (Gelders et al., 2018). Dentre varias teorias sobre as
causas da DP, uma delas seria que a inflamacgao teria um papel importante como um
dos principais ativadores da morte dos neurdnios dopaminérgicos, ou seja, seria 0
gatilho da patologia (Calabrese et al., 2018).

Citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias tém sido implicados como fatores
etiolégicos em uma variedade de doengas neurolégicas (Fillit et al., 1991; Mogi et al.,
1996). Microglia e astrocitos sdo vistos como as principais fontes de citocinas e

quimiocinas, que desempenham um papel nas respostas inflamatérias cerebrais
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(Tansey & Romero-Ramos, 2019; Liddelow et al., 2017).

A micréglia é a célula imune em maior abundancia no SNC e que tem papel
fundamental para a protecéo do tecido nervoso. Essas células estdo constantemente
escaneando o microambiente, fornecendo suporte tréfico para os neurbnios,
realizando a fagocitose de células apoptéticas e a poda sinaptica quando
necessario, além de produzir fatores neurotréficos, removerem substancias toxicas e
participar do reparo neuronal (Pajares et al., 2020). Diante de um cenario
patoldgico, a microglia desencadeia uma cascata inflamatéria com expressao de toll-
like receptors (TLRs) e produz de uma série de mediadores pré-inflamatérios.
Neurdnios dopaminérgicos expressam uma gama de receptores de citocinas e
quimiocinas, sugerindo serem responsivos aos produtos da microglia e contribuindo
para a lesdo da via nigroestriatal (Gelders et al., 2018).

Em estudos envolvendo a neuromelanina presente nos neurdnios da SNpc,
destaca-se a possibilidade de a substancia ser um gatilho para a ativagdo das
células da glia. Ela pode ser considerada um fator protetor, protegendo as células
dos efeitos téxicos de metais redox ativos, toxinas e excesso de catecolaminas
citosolicas. Em contraste, quando liberada no meio extracelular pode contribuir para
a ativacdo da neuroglia, desencadeando a neuroinflamacdo que caracteriza a
doenga de Parkinson (Zucca et al., 2014). Em um estudo realizado por Guo et al.
(2020), foi demonstrado que os exossomos contendo a-sinucleina liberada pela
micréglia séo totalmente capazes de induzir a agregagao de proteinas nos neurdnios
e inibicdo da sintese de exossomos na microglia reduziu a transmissdo da a-
sinucleina no tecido cerebral, demonstrando novamente o papel central exercido
pela microglia no curso da DP.

Os astrécitos por sua vez fazem a manutencdo da homeostase do
microambiente cerebral absorvendo ions e neurotransmissores, fornecendo
nutrientes para o crescimento e estabelecimento dos neurbnios além de regular a
permeabilidade da barreira hematoencefalica (Allaman et al., 2011; Wilton et al.,
2019). Essas células promovem o aumento do numero de sinapses maduras,
funcionalmente mais fortes e estaveis, evidenciando sua funcdo indutora,
estabilizadora e mantenedora do SNC (Uillian et al., 2001).

Alguns estudos indicam que uma les&o cerebral causada por isquemia levaria
os astrocitos a se tornarem reativos com o perfil chamado de A2, removendo niveis

de glutamato e K+, reagindo contra espécies reativas de oxigénio (ROs) e inibindo a
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inflamacado excessiva da micréglia, freando o dano tecidual causado por esses
fatores (Joe et al., 2018; Pajares et al., 2020). Entretanto, na DP os astrocitos
assumem perfil que se assemelham a microglia pro-inflamatoria e secretam a
interleucina (IL) IL1a e o fator de necrose tumoral — alfa (TNFa). Essas células A1
perdem suas fungdes normais, incluindo a nutricdo de neurdnios (Pajares et al.,
2020).

Os astrécitos com esse perfii A1 liberam quimiocinas e citocinas
caracterizadas por serem neurotdxicas, como o TNFa e IL1. Além disso, estudos
indicam que a microglia induz o astrocito a se tornar A1 pela secrecéo de IL-1q,
TNFa e C1q (Kam et al., 2020). Estudos post mortem indicam ainda que astrocitos
A1 sdo encontrados em cérebros de pacientes com doengas neurodegenerativas,
incluindo a DP (Liddelow et al., 2017). Em estudo post mortem realizado por Nagatsu
et al. (2000), foram encontrados niveis aumentados de citocinas, como TNFa, IL-18,
IL-2, IL-4, IL-6 e diminuigdo de neurotrofinas, como fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF) e fator de crescimento nervoso (NGF), nas regides nigroestriatal e
liquido cefalorraquidiano ventricular e lombar de pacientes com DP.

Os fatores neurotroficos sdo peptideos essenciais para o crescimento,
maturacéo e sobrevivéncia dos neurdnios, permitindo que os axdénios se alonguem e
se estendam. Dentre eles estdo, o BDNF, Neurotrofinas 3 € 4 (NT- 3, NT-4) e NGF.
Neste contexto, a atuagdo dos fatores neurotroficos vem sendo cada vez mais
investigado em doengas neurodegenerativas, com a ajuda de modelos animais e
estudos clinicos (Hegarty et al., 2014; Tang et al., 2017).

Alguns estudos mostram os fatores neurotréficos como substancias que
poderiam desempenhar papel de protecdo na DP, podendo se tornar uma estratégia
terapéutica. Apesar disso, os resultados ainda s&o divergentes e sido necessarios
mais estudos para que seja possivel entender o papel dessas proteinas na doenga
(Ferreira et al., 2018)

A atuacao dos fatores neurotréficos se da por meio da ligagdo de alta
afinidade com os receptores Trk: o NGF se liga ao TrkA, o BDNF se liga ao TrkB e o
NT-3 se liga com mais afinidade ao TrkC, mas também pode se ligar aos receptores
mencionados anteriormente (Blum & Konnerth, 2005). A ligagdo da neurotrofina ao
receptor causa dimerizagao e autofosforilacdo de residuos de tirosina, levando a
ativacdo de cascatas intracelulares, nas quais tém papeis conhecidos na

sobrevivéncia neuronal, crescimento axonal e na plasticidade sinaptica (Keefe,
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Sheikh & Smith, 2017).

Devido aos papeis protetores dessas proteinas, alguns estudos ja estao
sendo desenvolvidos a fim delas se tornarem potenciais terapias em doencas
neurodegenerativas. Em cultura, o BDNF promove o crescimento de neuritos nos
neurdnios dopaminérgicos de pacientes (Studer et al., 1996) e os protege contra as
neurotoxinas 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina (MPTP) e 6-hidroxidopamina(6-
OHDA) (Hyman et al., 1991; Spina et al., 1992). Em estudo com macacos tratados
com BDNF, mostraram reducdo da neurodegeneragéo e foi observado o inicio tardio

da DP, sugerindo um efeito protetor (Allen et al., 2013).

1.6 Modelos Experimentais da Doencga de Parkinson

Diante da importancia clinica, social e econédmica da DP, modelos animais
foram descritos para o estudo dessa condi¢ao. A espécie animal a ser utilizada pode
variar entre primatas ndo humanos, roedores, peixe-zebra e drosophilas, e os
modelos podem ser baseados em manipulagdes genéticas ou em neurotoxinas,
como 6-hidroxidopamina (6-OHDA), 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-  hidropiridina
(MPTP), LPS (lipopolisacarideo), paraquat e a rotenona (Chia, Tan & Chao, 2020).

Comparados a doenga humana, os modelos animais apresentam algumas
inconsisténcias, ndo s6 em DP, mas na grande maioria dos modelos. Em DP, a
topologia da degeneracao e a presencga de CL podem apresentar alteragdes, mas os
modelos oferecem informagdes substanciais sobre o desenvolvimento da doenca
(Blesa et al., 2012).

O modelo de 6-OHDA foi o primeiro a ser desenvolvido e € mais utilizado em
ratos (Chia, Tan & Chao, 2020). Essa droga ¢é similar a dopamina e é conhecida por
sua neurotoxicidade. Nesse modelo, a substancia € injetada diretamente no encéfalo
dos animais e leva a morte neuronal dos neurdnios tirosina hidroxilase positivos
(TH+, uma enzima que participa da conversao da dopamina no interior dos
neurdnios dopaminérgicos) através do aumento da disfungao mitocondrial e estresse
oxidativo. Apesar de causar a neurodegeneragao e mimetizar certos aspectos da
DP, ndo sado encontrados CL na histopatologia dos animais submetidos a essa
neurotoxina (Salari & Bagueri, 2019).

A administragao de LPS é um modelo que induz respostas inflamatdrias e que

é alvo de estudos em diversas doengas neurodegenerativas, variando a forma de
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injecdo do LPS. Em modelos de Parkinson, pode ser feita administragcdo na
substancia negra, no estriado ou de forma sistémica, pela via intraperitoneal. Ambos
os modelos desencadeiam a morte neuronal na SNpc, declineo de dopamina e
alteracdo em componentes neuroinflamatorios, porém a injecéo intraperitoneal pode
representar um panorama mais completo de aspecctos basicos envolvidos na DP,
como a relagdo da inflamagé&o sistémica e a neuroinflamagao (Batista et al., 2019)

Ja o paraquat e a rotenona s&o substancias utilizadas como pesticidas
(herbicida e inseticida, respectivamente), e a exposicéo a elas € considerado fator
de risco para desenvolvimento da DP (Tanner et al., 2011). Esses pesticidas agem
no metabolismo da dopamina, o que culmina na morte dos neurdnios
dopaminérgicos (Qi, Miller & Voit, 2014). A rotenona provoca a formacgdo de CL,
diminui a locomocgao e responde a farmacos utilizados no tratamento da DP; por sua
vez, o paraquat gera perfil inflamatério leve, morte de neurénios dopaminérgicos por
estresse oxidativo. Um estudo mostrou que a administragdo croénica de paraquat
poderia ser usada para estudar o estagio pré-clinico da DP (Ossowska et al., 2005).

No nosso estudo a droga utilizada foi o MPTP, uma substancia que foi
descrita pela primeira vez em 1983 (Langston et al., 1983), quando quatro jovens
desenvolveram sinais motores e ndo-motores da DP que tinham em comum o
uso recente de uma nova “heroina sintética”. Apds analises laboratoriais da equipe
de Langston, eles conseguiram identificar a composicdo da droga em questao: 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP).

Os jovens descritos por Langston além de apresentarem todas as
caracteristicas da DP (incluindo tremor e sinais ndo-motores da doenga, como
déficits leves na fungao cognitiva), todos esses pacientes tiveram resposta apos
administragcdo da levodopa. Inclusive, experimentaram discinesias de levodopa
idénticas a observada na DP (Langston, 2017).

O MPTP é uma molécula administrada de forma sistémica e que penetra
facilmente na barreira hematoencefalica devido a sua alta lipofilia, passando a ser
metabolizada pelos astrécitos. Apds ser oxidado, forma-se o ion MPP+ que possui
grande semelhanca com a molécula de dopamina. O “MPP + é um metabdlito toxico
que é prontamente absorvido por neurénio dopaminérgico através do transportador
de dopamina (DAT)” (Chia et al., 2020). Em modelos de injecao intraperitoneal de
MPTP, além da perda neuronal, sdo induzidas alteragdes patologicas de alfa-

sinucleina na substancia negra, proteina ja descrita como importante marcador da
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doenga (Langston, 2017), porém esse resultado ndo € observado na infuséo
intranasal do MPTP.
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Figura 2: Metabolismo do MPTP no cérebro. O MPTP atravessa a barreira hematoencefalica e &
metabolizado por MAO-B nas células gliais. Apds a liberacdo na fenda sinaptica, o MPP + é captado
nos neurénios dopaminérgicos por transportadores de dopamina (DAT). O efeito téxico do MPP + é a
partir do bloqueio do complexo mitocondrial I, resultando em estresse oxidativo. (Retirado de
Philippens, 2018).

Os eventos observados apds a administracdo de MPTP se assemelham aos
observados no estagio tardio da DP, mas os eventos do estagio inicial ainda sao
pouco explorados. Prediger et al. (2010) propuseram um novo modelo de
camundongos MPTP baseado na hipétese do vetor olfativo (Doty et al., 1988; Doty,
2008). Neste modelo, deficiéncias olfativas, cognitivas e emocionais foram
observadas em um curso de tempo de 20 dias apdés uma unica administracado
intranasal (i.n.) de MPTP (1mg / narina). Redug¢do dos niveis de DA no bulbo
olfatério, cortex pré-frontal e areas estriadas; redugdo dos niveis de NA do bulbo
olfatério e estriado; e reducao da tirosina hidroxilase (TH) no bulbo olfatério, corpo
estriado e SNpc também pbde ser observada (Prediger et al., 2010).
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A DP é uma condigao neurodegenerativa na qual os mecanismos envolvidos
na morte de neurénios dopaminérgicos permanecem objeto de significativo debate.
Além disso, € fundamental ressaltar que até o presente momento, ndo existe
tratamento para os sintomas ndo motores da DP. As deficiéncias motoras da DP sao
muito evidentes e recebem mais ateng¢ao, no entanto, sintomas ndo-motores também
sao prevalentes e interferem diretamente na qualidade de vida do paciente, variando
em gravidade de leve a incapacitante (McDonald, 2015).

O diagnostico da doenga na maioria das vezes s6 é realizado apds o
aparecimento dos sintomas motores da doenga, quando a morte neuronal ja esta em
estagio avangado. Entretanto, o inicio da DP ja € observado antes do aparecimento
desses sinais classicos através dos sintomas n&o-motores, a chamada fase pré-
clinica da doenca. Esta fase latente de neurodegeneracdo na DP €& de particular
relevancia em relagdo ao desenvolvimento de terapias modificadoras da doenga ou
neuroprotetoras que exigiriam intervencao nos estagios iniciais da doenca.

Atualmente varios sinais ndo motores, como hiposmia e disturbio do sono
REM, foram associados a um risco aumentado de desenvolver DP em individuos
saudaveis (Pfeiffer, 2015), portanto, um desafio chave na pesquisa em DP é
identificar e validar marcadores para os estagios pré-clinicos e prodromicos, sendo
fundamental investigar modelos que mimetizem a fase inicial da doenca.

O modelo subagudo descrito por Prediger et al. (2010) é adequado para
estudar os estagios iniciais do Parkinsonismo, mas algumas caracteristicas da
fisiopatologia dos sintomas nao-motores ainda sao pouco compreendidas. Esse
estudo € o primeiro a avaliar de forma ampla o processo inflamatoério desencadeado
nas fases iniciais apds o insulto com o MPTP, e é de extrema importancia que se
conheca os mecanismos e as alteragdes morfofuncionais presentes na fase pré-
motora da doenca.

A este respeito, foram investigadas as alteracbes comportamentais assim
como o perfil imunolégico dos camundongos na fase inicial da doenga. Foram

avaliadas as citocinas pré e anti-inflamatérias no sistema nigroestriatal deste modelo
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em um curso de tempo de 11 dias apés a infusdo de MPTP i.n.. Também avaliamos
o Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF), os niveis do Fator de
Crescimento Nervoso (NGF) e seus respectivos receptores; e as alteragdes
citolégicas na SNpc ao estagio inicial da DP. Os resultados melhoram a
caracterizagcao deste modelo e fornece informacgdes valiosas sobre o inicio da DP,
contribuindo para futuras pesquisas em busca de terapias mais eficazes e para

estudos em busca de um marcador da fase inicial desta doenca.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Investigar potenciais alteragées motoras e processos inflamatérios relacionados

a fase pré-clinica da DP em modelo de infus&o intranasal de MPTP em camundongos.

3.2. Objetivos Especificos

- Avaliar o surgimento dos sintomas nao-motores (ansiedade, perda de olfato,
depressao e compulsao) apés infusao intranasal por MPTP;

- Analisar a morte de neurbénios dopaminérgicos da SNpc apdés 11 dias do
insulto por MPTP;

- Avaliar os niveis inflamatorios das regides do estriado e da SNpc apds 11
dias da administragdo do MPTP por meio de quantificacdo de astrécitos e

microglia, bem como a dosagens de citocinas.

- Avaliar possiveis variagdes em fatores neurotroficos e expressdo de mRNA
de seus receptores nas regides de envolvidas no processo degenerativo da
doenga (SNpc e estriado).
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4. MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comiss&o de Etica no
Uso de Animais da UFMG sob o numero 255/2017 (CEUA-UFMG)

41. Animais

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 selvagens com idade
aproximada de 8-10 semanas, com peso entre 22-27g. Os animais foram mantidos
no Biotério do Laboratério de Neurobiologia Prof. Conceicdo Machado por todo o
periodo experimental, em gaiolas plasticas (41 x 31 x 16 cm) em temperatura de 21—
23°C, com ciclos de iluminagao de 12hs, com agua e alimentac¢ao ad libitum.

Os animais foram divididos em dois grupos:

- Controle: no processo de infusdo foi ministrado solugdo de salina (100 ml de
agua + 0,99 de NaCl).
- Experimental: foi feita a infusdo de 1-Metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina

(1Tmg de MPTP + 25 L de salina).

4.2. Infusdo intranasal de 1-Metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina

A infusdo intranasal de MPTP é o modelo utilizado para induzir a patologia
nos animais, e o procedimento é realizado de acordo com a figura abaixo (fig. 3). E
colocada na narina do animal uma canula de polietileno PE-50 (Scientific
Commodities Inc., EUA) conectada a microseringa Hamilton de 50 yl em bomba de
infusdo (Cole Parmer 74900, EUA), na taxa de 12,5 yl/min durante 2 minutos. Cada
animal foi submetido a infusdo duas vezes, totalizando de 2mg em volume final de

50l.
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Figura 3: Esquema demonstrativo da infusdo intranasal de MPTP/salina nos camundongos (retirado
de Prediger et al., 2010)

A administracdo de MPTP (1Metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina, Sigma-
Aldrich) foi realizada por via intranasal, em duas doses de 1mg/25 pL, uma dose por
narina, sem anestesia. Estabeleceu-se o intervalo de 4 horas entre as duas doses
com o objetivo de diminuir a mortalidade dos animais (Prediger et al., 2010). Os
animais controles receberam duas doses de solugdo salina estéreis, no mesmo
intervalo de tempo utilizado para a administragdo de MPTP. A definicdo desse
intervalo entre as duas infusdes e a utilizagdo de manta térmica apds o

procedimento reduz a taxa de mortalidade a quase zero.

4.3. Reconhecimento Olfatério Discriminativo

Para avaliarmos a memoria olfatéria do animal utilizamos o teste de
reconhecimento olfatério discriminativo. O teste é baseado no fato de que os animais
normalmente preferem locais impregnados pelos seus proprios odores
(compartimento familiar) do que odores de outros lugares nao familiares.

Foram utilizadas gaiolas plasticas padrées (41 x 31 x 16 cm) divididas
igualmente em dois compartimentos separados por uma porta aberta. O animal teve
a opg¢ao de escolher livremente em qual compartimento permaneceria. Em um
compartimento foi colocada maravalha limpa (ambiente novo) e em outro a
maravalha suja (maravalha ocupada pelo animal no minimo por 3 dias antes do

teste), ambiente familiar.
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44, Teste de Reconhecimento Social

O teste de reconhecimento social foi realizado no 6° dia apds a infusdo para
avaliar a sociabilidade e a memoria social dos animais. Nesse teste, o animal é
colocado em uma caixa com trés compartimentos com aberturas que deixam a
transicao livre entre eles.

No primeiro momento, o animal € colocado na caixa para uma sessao treino
em que explora o ambiente, ndo havendo nenhum outro individuo nos
compartimentos. Apos a sessao de treino, foi colocado em um dos compartimentos o
desconhecido 1 e os animais testados sdo colocados novamente na caixa para que
possam reagir diante da novidade; nesse momento, é avaliada a sociabilidade dos
individuos. Para que seja avaliada a memodria social, é introduzido um novo
desconhecido e o0 animal novamente ira explorar a caixa; espera-se que o individuo
testado passe mais tempo diante do desconhecido 2 por se tratar de uma novidade
social.

Apos o teste concluido, a analise do tempo de permanéncia nos
compartimentos em cada situagdo foi feita através do software de rastreamento
EthoVision (EthoVision HTP 2.1.2.0, baseado em EthoVision XT 4.1, Noldus

Information Technology, Wageningen, Holanda).

4.5. Marble Burying

O teste de marble burying € uma ferramenta que ajuda o pesquisador a definir
o comportamento repetitivo e compulsivo nos modelos estudados (Angoa-Pérez et
al., 2013). Para realizacdo do teste, foram utilizadas gaiolas plasticas com uma
camada maravalha limpa e bolinhas de gude enfileiradas, em que é contabilizado a
quantidade de bolinhas os animais enterram. Quanto maior o numero de bolinhas
enterradas, considera-se comportamento do tipo compulsivo-repetitivo.

Para realizagao do teste, foram utilizadas gaiolas plasticas padrdes (41 x 31 x
16 cm) em que foi colocada uma camada alta de maravalha limpa e nivelada para
que nao ocorram variagdes na pontuacao do teste. 25 bolinhas de gude limpas
foram delicadamente colocadas sobre a maravalha, de forma a ficarem enfileiradas.

Cada animal foi colocado cuidadosamente no canto da caixa, que ficou

fechada para que o animal ndo escapasse. Apdés a realizacdo do teste, foi
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contabilizado o numero de bolinhas enterradas: aquelas que tiverem 2/3 de sua area
total coberta por maravalha. Quanto maior o numero de bolinhas enterradas, €&

considerado o comportamento do tipo compulsivo repetitivo.

O teste foi realizado no 8° dia ap6s a infusao.

4.6. Teste de claro-escuro

Esse teste visa identificar o comportamento do tipo ansioso nos camundongos
por meio da analise da preferéncia entre um ambiente claro e um ambiente escuro.
De forma natural, ambientes muito iluminados representam uma ameacga devido aos
seus habitos noturnos, entretanto esses animais tendem a explorar o ambiente. Por
isso, maiores tempos de permanéncia no lado claro da caixa sao interpretados como
menor comportamento do tipo ansioso (Lezak et al., 2017).

O aparelho de teste claro/escuro consiste de uma caixa de acrilico retangular
contendo dois compartimentos separados. Um compartimento possui paredes pretas
e um piso preto (sem iluminagao) e outro possui paredes brancas e um piso branco
com iluminagdo. Uma abertura une ambos os compartimentos, deixando livre a
transicéo entre os ambientes.

Para realizagéo do teste no 9° dia apés a infusdao por MPTP, os camundongos
sdo colocados na parte iluminada e voltados para a abertura. O numero de
transicoes entre compartimentos e o tempo passado no lado claro da caixa foram
filmados e a analise foi feita através do software de rastreamento EthoVision
(EthoVision HTP 2.1.2.0, baseado em EthoVision XT 4.1, Noldus Information
Technology, Wageningen, Holanda). Animais que tendem a entrar menos e
permanecer menos tempo no ambiente iluminado sdo considerados com o

comportamento do tipo ansioso.

4.7. Labirinto em cruz elevado

O teste do labirinto em cruz elevado é usado para investigar a ansiedade em
modelos animais. Para isso, o labirinto fica a 50 cm do solo, que possui dois
bragos abertos (50 cm x 10 cm) e dois bracos fechados (50 cm x 10 cm x 40 cm),
além de uma plataforma central onde sao colocados os animais para o inicio do
experimento. A pontuacgao total de entradas, a porcentagem de entradas e o tempo

gasto em cada brago sdo avaliados para determinar os indices de comportamento
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semelhante a ansiedade. O teste foi realizado no 10° pds-infusdo e a analise foi feita
através do software de rastreamento EthoVision (EthoVision HTP 2.1.2.0, baseado

em EthoVision XT 4.1, Noldus Information Technology, Wageningen, Holanda).

Embora o teste do labirinto em cruz elevado, o teste claro/escuro e o teste de
campo aberto sejam usados para avaliar o comportamento semelhante a ansiedade,
estudos indicam que esses testes avaliam diferentes aspectos do comportamento
semelhante a ansiedade (Komada, Takao & Miyakawa, 2008). Assim, tanto o teste
de transicio claro / escuro, o teste de campo aberto e o teste do labirinto em cruz
elevado sado importantes para avaliar as diferentes facetas do comportamento dos

camundongos.

4.8. Avaliacao de atividade locomotora em Teste de Campo
Aberto (Open Field Test)

O teste de Campo Aberto é um teste comportamental utilizado em estudos
experimentais para investigar atividade locomotora e exploratéria bem como niveis
de ansiedade dos camundongos. E um método valido e amplamente empregado na
avaliacdo de parametros comportamentais em modelos experimentais de diversas
doencas humanas (Takahashi et al., 2006).

Para aquisicdo dos dados do teste foram utilizadas 4 gaiolas do sistema
Phenotyper Noldus, com paredes opacas (30 cm X 30 cm) em que foram criadas
zonas de centro e borda pelo software EthoVision XT acoplado ao sistema. Cada
gaiola continha uma unidade superior com Camera digital e luz infravermelha,
permitindo a analise da locomogao de 4 camundongos simultaneamente, um em
cada gaiola.

No 11° dia apés tratamento com o MPTP, os animais foram submetidos ao
teste que consiste em colocar cada animal no centro da arena para observagao de
sua locomocgao livre. Parametros como atividade de locomog¢ao, numero de entradas
no centro da arena e porcentagem de tempo gasto neste local (medida da
ansiedade) foram registrados pelo software.

A locomogéo ou atividade locomotora dos animais é definida pela distancia
total percorrida (cm) durante o tempo do teste (dez minutos) e a medida da
ansiedade foi a porcentagem de entradas e de tempo gasto no centro da arena

(tempo ou entradas no centro da arena/tempo ou entradas no centro e na periferia
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da arena X 100), sendo que baixas porcentagens indicam maiores niveis de

ansiedade.

4.9. Teste de nado forgado

Este teste € realizado para a deteccdo de comportamentos do tipo
depressivo. O teste € com base na analise do movimento do animal como tentativa
de “escapar’ da situagdo de afogamento e os animais com maiores tempos de
imobilidade sao considerados com comportamento do tipo depressivo.

No 11° dia apds a infusdo de MPTP, o nado for¢ado foi realizado a fim de
mapear o comportamento depressivo dos animais. No teste do nado forcado os
animais sao colocados individualmente em um recipiente de vidro transparente
preenchido com 10 cm de agua com temperatura de 23-25°C. A sessao tem duragao
total de 6 minutos, sendo os primeiros 2 minutos de pré-teste seguidos pelo teste de
4 min.

O tempo de imobilidade é registrado e foi posteriormente analisado por um
software de rastreamento EthoVision (EthoVision HTP 2.1.2.0, baseado em
EthoVision XT 4.1, Noldus Information Technology, Wageningen, Holanda), que
considera o animal como imoével quando sua velocidade se encontra abaixo de 5

cm/s.

4.10. Eutanasia e preparacao de tecidos para analise

Apos o término dos testes comportamentais do 11° dia apds a infusédo, os
animais foram anestesiados por via intraperitoneal com cetamina (80 mg/kg) e
xilazina (8 mg/kg), e em seguida realizada o preparo dos tecidos para as analises
posteriores.

Alguns animais foram submetidos a retirada de tecidos a fresco para CBA e
Elisa. Para isso, foram decapitados e feita uma craniotomia para a separacao das
regides de interesse: estriado e substancia negra. Os tecidos sdo armazenados um
recipiente estéril e em seguida sdo estocados em frezeers com temperatura de -80
°C.

Para analise histolégica foi realizada perfusdo intracardiaca, sendo feita
toracotomia para exposi¢cao da cavidade toracica e visualizagdo do coracio. Foi

inserida uma agulha hipodérmica conectada a um sistema de perfusdo no ventriculo
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direito, permitindo a troca do sangue por uma solugdo salina 0,9%. Apos a perfusao
de cerca de 30 mL de salina, os animais sdo perfundidos com aproximadamente
30mL de solugédo de paraformaldeido 4% (PFA — pH 7,4).

Ap6s a perfusdo, os animais sao decapitados e seus encéfalos foram
retirados para os processos de pos-fixagdo, crioprotegdo e congelamento. O
processo de poés-fixagao consiste na estocagem dos encéfalos em solugédo de PFA
4% durante a noite. Posteriormente, os cérebros foram colocados em solugao de
sacarose 30% para desidratacdo das células, até a saturacdo, promovendo entido
uma crioprotecao e estocados em freezer de -80°C.

Para o preparo dos cortes histologicos, os cérebros sdo cortados em um
criostato (Leica) a -20 °C na espessura de 30 um e os cortes sdo armazenados em
solugao anticongelante (etilenoglicol 24%; glicerol 24%; NaH2PO4 0,1256%;
Na2HPO4 0,436% diluidos em PBS) a - 20 °C.

4.11. Marcacdao de células tirosina hidroxilase positivas por
imunohistoquimica

A técnica de imunohistoquimica € utilizada para marcar biomoléculas
especificas de populagdes celulares, como € o caso da enzima tirosina hidroxilase.
Essa enzima esta presente em células dopaminérgicas pois participa da sintese
desse neurotransmissor, convertendo tirosina em DOPA (Dunkley & Dickson, 2019).

Os primeiros sintomas da DP aparecem quando cerca de 60-70% das células
dopaminérgicas tirosina hidroxilase-positivas (TH-positivas) da SNpc séao
degeneradas (Armstrong, 2020). Por isso, € importante a quantificagcdo da morte

neuronal no modelo da fase pré-clinica da doencga.

No processo de marcagao dessas células, cortes de SN de 30 ym séo
lavados 3 vezes com TBS, incubados com tampéao citrato (pH 6,0) durante 1 hora,
lavados novamente com TBS, incubados com perdxido de hidrogénio (H202) 3%
durante 15 minutos, para bloqueio da peroxidase endogena, e incubados com
solugéo de bloqueio (BSA 4% e 0,5% de Triton-X 100 em TBS) durante 1 hora.

Em seguida, os cortes sdo incubados a 4°C com o anticorpo primario anti-TH
(1:500) durante 72 horas, lavados 3 vezes com TBS e incubados com o anticorpo
secundario anti-coelho biotinilado (1:500 - 51 Vector) durante a noite. Depois de

lavados com TBS, os cortes sao incubados com o complexo Avidina-Biotina (Vector)
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durante 1 hora, lavados novamente e revelados com 3,3’-diaminobenzidina (DAB)

em H202.

Os cortes sdao montados em laminas e em seguida passam por um processo
de diafanizac&o, no qual ficam imersos em sequéncia em solugbes de alcool 70%,
80% e 95% durante 3 minutos cada, alcool 100% 2 vezes, durante 4 minutos cada e
xileno 2 vezes, durante 5 minutos. Foram utilizados 4 cortes por animal, observados
no microscopio LSM880 (Axio Imager A2, Carl Zeiss, Alemanha) no aumento de 20
vezes e registradas as micrografias (4 campos / corte). A quantificacdo de células
marcadas foi realizada pelo software Imaged 1.52a, e feita a densitometria de células

marcadas por campo.

412, Imunofluorescéncia com dupla marcacgao para lba-1 e GFAP

A técnica de imunofluorescéncia é utilizada para marcar células especificas
em um tecido para que seja feita a comparagao entre grupo controle e o grupo
experimental. Para analisar as células da glia relacionadas a neuroinflamagao
discutida anteriormente, sera feita imunofluorescéncia com dupla marcacgao para lba-
1 e GFAP, marcando micréglia e os astrocitos. Para isso serdao utilizados os
anticorpos primarios anti-lba-1 in rabbit (ionized calcium-binding adapter molecule 1;
1:500 — Wako) e o GFAP in mouse (concentracao de 1:800), respectivamente.

Para a técnica de imunofluorescéncia, cortes de SN de 30 ym foram lavados
3 vezes com tampao tris em salina (TBS) para retirada da solugédo anticongelante na
qual ficam estocados e s&o incubados com tampao citrato (pH7,6) durante 1 hora
para recuperagao antigénica. Os cortes sdo novamente lavados 3 vezes com TBS e
incubados com solugéo de bloqueio (4% de albumina bovina sérica — BSA e 0,5%
deTriton-X 100 em TBS) para bloqueio dos sitios inespecificos durante 1 hora.

Em seguida, os cortes sdo incubados a 4 °C com o anticorpo primario anti-
Iba-1 in rabbit (ionized calcium-binding adapter molecule 1; 1:500 — Wako) e o
GFAP in mouse (concentracdo de 1:800) durante 48 horas, lavados 3 vezes com
TBS e incubados com o anticorpo secundario anti-coelho Alexa Fluor 594 (1:1000 -
Life Technologies) e anti-camundongo Alexa Fluor 488 (1:1000 — Life Technologies)
durante 2 horas. Posteriormente, os cortes sdo lavados 4 vezes com TBS,
incubados com DAPI 1,75 pg/mL (1:1000) durante 20 minutos e lavados com TBS

por mais 4 vezes.
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Foram utilizados 4 cortes por animal e observados no microscépio LSM880(Axio
Imager A2, Carl Zeiss, Alemanha) no aumento de 20X, e com o auxilio de uma camera
digital acoplada ao microscopio foram registradas as micrografias. A quantificacdo de
células marcadas € realizada pelo software Imaged 1.52a e os resultados séao

representados como a area de fluorescéncia por campo (2 campos / corte).

4.13. Dosagem de fatores neurotréficos e de citocinas

Os Kits de CBA TH1/TH2/TH7 obtidos da BD Biosciences para a quantificacéo
de citocinas e a leitura foi feita no instrumento FACSCanto (Becton Dickinson, San
Jose, CA, USA). Ja para a quantificacao de fatores neurotréficod foram utilizados os
Kits de ELISA obtidos da R&D Systems (DuoSet), e a concentragdo determinada por
leitura em espectrofotdmetro (Spectramax 190) no comprimento de onda de 450 nm.

Para dosagem é feita a obtencédo do homogenato dos tecidos retirados a fresco
dos animais e as amostras sao pesadas (100 mg) e colocadas em 1,0 mL de solugao
inibidora de proteases para extragédo de citocinas [NaCl 0,4 M; Tween 20 0,05%;
Albumina de soro bovino (BSA) 0,5%; Fluoreto de fenilmetilsufonila (PMSF) 0,1mM;
cloreto de benzetdnio 0,1 mM; EDTA 10 mM; 20 Ul de aprotinina], preparadaa partir de
uma solugao de tampéo fosfato (NaCl 8 g, KCI 0,2 g e Na2HPO4.12H20 2,89 g diluidos

em 1 litro).

Posteriormente, as amostras sdo maceradas por um homogenizador de tecidos
(Power Gen 125, Fisher Scientific Pennsylvania, EUA) a uma velocidade o6tima e a
solugéo resultante é centrifugada a 10.000 r.p.m, a 4 °C, por 10 minutos (Centrifuga
BR4, Jouan, Winchester, VA, EUA). O sobrenadante é recolhido, aliquotado e estocado
a —800C até a sua utilizagdo para detecgcdao da concentracdo dos mediadores
inflamatdrios e fatores neurotroficos por meio, respectivamente, das técnicas de CBA
(Cytometric Bead Array) e ELISA (Ensaio imunoenzimatico: Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay).

A concentragcdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A TNF-a e IFN-y no
tecido cerebral é analisada por meio do método CBA (Cytometric Bead Array). A
concentragdo dos fatores neurotréficos BDNF e NGF no tecido cerebral é analisada
pelo método ELISA.
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414, Expressao de mRNA de receptores NGF e BDNF

A expressdo de mRNA de TrkA e TrkB na SN e estriado foram estimados em reais
PCR quantitativo de tempo (reacdo em cadeia da polimerase) em camundongos do
grupo MPTP e camundongos do grupo de controle (n = 4 camundongos por grupo). O
RNA total foi extraido usando reagente TRIzol® de acordo com o protocolo do fabricante
(SigmaAldrich, St. Louis, EUA). A transcricdo reversa foi realizada usando 2 ug de RNA
total, 200 U reverso transcriptase, tampao 5X RT (4 ul), dNTPs 10 mM (1 pl), 10.000 U
RNAseOUT (0,2 ul) € 50 uM oligodT15(1,0

MI) em um volume de reacgao final de 20 yl. O cDNA resultante foi usado para
gPCR. gPCR foi realizada em um sistema de detecgao de sequéncia StepOne (Applied
Biosystems) usando o iTaq Universal SYBR Green Supermix (produzido por Biorad). Os

resultados foram expressos pela comparacgao entre os grupos estudados.

4.15. Analises estatisticas

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa estatistico Prisma 8.0
(GraphPad, La Jolla, CA, USA). Os resultados foram analisados quanto a distribuicdo
normal pelo teste Shapiro-Wilk. As variaveis com distribuicdo normal foram comparadas
por meio do teste estatistico t-student (duas variaveis). No caso de distribuicdo nao
normal, as variaveis foram comparadas por meio do teste estatistico Mann-Whitney U

(duas variaveis). O nivel de significancia estabelecido foi p < 0.05.
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5. RESULTADOS
5.1. Testes Comportamentais

5.1.1. Reconhecimento Olfatério

O teste de reconhecimento olfatério foi usado para avaliar os efeitos agudos do
MPTP na discriminagao olfativa no 5° dia pos-infusdo. Na figura 4, o grafico representa o
tempo em segundos que os animais gastaram explorando ambos os compartimentos. Os
camundongos do grupo controle permaneceram mais tempo no compartimento com a
maravalha ja ocupada por ele (ambiente familiar) do que no compartimento com a
maravalha limpa (ambiente ndo familiar) (p = 0,03), demonstrando uma distingdo entre os
locais. J&4 nos animais tratados com MPTP, ndo foi observada preferéncia entre os
compartimentos (p = 0,395). A observacao deste resultado nos permite inferir que animais
tratados com MPTP tém uma menor capacidade de distingao via olfato ja no 5° dia apds

infusdo i.n., ja indicando hiposmia relatada como um sintoma pré-clinico de DP.
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Figura 1: Reconhecimento olfatério em camundongos 5 dias apoés i.n. infusdo com solugéo salina ou
MPTP. Os camundongos tratados com MPTP permaneceram tempo semelhante nos compartimentos
familiar e no n&o familiar (* p = 0,0303, n = 5 por grupo).

5.1.2. Reconhecimento Social

No teste de reconhecimento social, os animais sao colocados no aparato para que
eles pudessem explorar o ambiente vazio, e ambos 0s grupos permaneceram tempos

semelhantes em ambas as camaras (Fig. 5.A).
Apos a sessao de teste, um camundongo desconhecido é introduzido em uma das
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camaras do equipamento, e os grupos de camundongos tiveram comportamento
semelhante: os animais controle e os tratados com MPTP passaram significativamente
mais tempo na camara com o estranho 1 (S1) do que na cdmara vazia (p = 0,0079 e p <
0,0001 respectivamente), exibindo um comportamento de sociabilidade, caracteristica
comum a essa espécie (Fig. 5.B.).

A preferéncia por novidades sociais foi analisada através da introdugdo de um
segundo animal estranho (S2) no teste. Animais do grupo controle passaram
significativamente mais tempo na camara com o S2 do que na camara com O
camundongo S1 (p = 0,0372), em contraste com o grupo tratado com MPTP, que nédo
apresentou diferenca entre o tempo gasto na cdmara com o S2 e o tempo de permanéncia
na camara com S1, p = 0,3624 (Fig. 5.C).

Essas observacgoes refletem uma diminuicdo na consolidagdo da memoria social
em animais tratado com MPTP no 6° dia apds a infusdo de MPTP. Por outro lado, este
resultado pode apresentar a perda olfativa, ja que esses animais utilizam o olfato para se

socializar e a hiposmia ja havia sido relatada na figura 4.
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Figura 2: Teste de reconhecimento social 6 dias apos a infusdo em camundongos. A Fig 5.A representa a
sessdo de treinamento. Foram quantificados o tempo de exploragdo de cada ambiente para analisar a
sociabilidade dos grupos. A figura 5.B representa o tempo de permanéncia na cAmara com um camundongo
novo em relagdo a camara vazia; ja a figura 5.C a analise feita representa a preferéncia por um novo
estranho (S2) versus o primeiro camundongo desconhecido (S1). Os dados mostrados representam o tempo
em segundos gastos em cada cadmara. n = 5 para cada grupo. * P < 0,05, ** P < 0,005, *** P < 0,0005.
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5.1.3. Marble Burying

Em seguida, examinamos se o tratamento com MPTP induz comportamento
compulsivo por através do teste marble burying. Na Figura 6, o grafico representa a média
de marmores enterrados na cama de aparas de madeira. Os animais de controle tém uma
meédia estatisticamente inferior quando em comparagdo com o grupo tratado (p = 0,0115),
e a analise permite concluir que os animais tratados com MPTP apresentam

comportamento compulsivo, devido ao maior impulso de enterrar as bolinhas de gude.
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Figura 3: Comportamento compulsivo apés 8 dias de infusdo por MPTP. Os graficos de barras mostram o
numero total de bolinhas de gude enterradas durante um julgamento. O grafico indica um aumento
significativo de bolinhas enterradas no grupo tratado por MPTP em comparagdo com camundongos no
grupo controle (* p < 0,05, n = 5 por grupo).

5.1.4. Claro-escuro e Labirinto em Cruz Elevada

O teste claro-escuro no 9° dia apds a infusdo é baseado na aversao do roedor a
areas claras e foi usado para avaliar o comportamento do tipo ansiedade. Nao houve
diferenga estatistica entre o tempo gasto no ambiente iluminado (Fig. 7.a, p > 0,999) e
nenhuma diferenca foi encontrada no indice de transi¢ao entre os ambientes (Fig. 7.b, p =
0,161) entre o grupo controle e o grupo tratado com MPTP. Os resultados do teste de
transicdo claro / escuro mostra que os grupos de camundongos exibiram tempos de

exploragao semelhantes, ndo exibindo comportamento do tipo ansioso.
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Figura 4: Andlise de teste claro-escuro no 5° dia pés-infusdo i.n. de MPTP. Os graficos representam o
tempo gasto no ambiente iluminado (Fig. 7.a) e o indice de transicdo entre os ambientes (Fig. 7.b). Nao
houve diferencas estatisticas de tempo gasto no ambiente iluminado entre os grupos (p > 0,999, n = 5).

No teste de labirinto em cruz elevado realizado 10° dia pds infusdo, os animais em
ambos o0s grupos nao tiveram diferengas em o tempo (Fig. 8.A, p = 0,564), porcentagem
de entradas (Fig. 8.B, p = 0,955) e o numero total de entradas (Fig. 8.C, p = 0,878) no
braco aberto. A analise desses resultados mostra que os camundongos nao

demonstraram comportamento semelhante a ansiedade neste teste.
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Figura 5: Teste do labirinto em cruz elevado apoés 10 dias de infusdo de MPTP. Os graficos de barras
mostram a porcentagem de tempo gasto no brago aberto (fig. 8.A, p = 0,564), porcentagem de entradas de
braco aberto (fig. 8.B, p = 0,955), e total de entradas de brago fechado (fig. 8.C, p = 0,878) durante o ensaio.
N&o houve diferengas estatisticas entre o grupo tratado com MPTP e os camundongos do grupo controle (n
=5).
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5.1.5. Campo Aberto

A figura 9.A mostra a distancia total percorrida por camundongos avaliada 11 dias
apos a infusdo por MPTP em arena de teste de campo aberto (n = 8 animais / grupo).
Nenhuma diferenga significativa (p = 0,679) foi observada na distancia percorrida por
camundongos tratados com MPTP em comparagdo com o grupo controle, indicando que
os sintomas dos motores ainda nao apareceram e o modelo, com 11 dias apds o insulto
do MPTP, é pré-clinico.

A reducéo significativa em % de tempo no centro da arena de teste foi observada
(fig. 9.B, p = 0,047), indicando um comportamento do tipo ansioso no grupo tratado com

MPTP em comparagao com o grupo tratado com solugdo salina.
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Figura 6: Os efeitos de i.n. infusdo de MPTP na atividade locomotora e resposta de ansiedade em
camundongos (n = 8 animais / grupo). Os animais foram testados conforme descrito nos métodos. Os dados
sdo expressos como a média + S.E.M. da (A) distancia percorrida (cm) e (B)% do tempo no centro, * p =
0,047 comparado ao grupo tratado com solugéo salina.

5.1.6. Nado Forgado
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Figura 7: Resultados representativos dos efeitos do MPTP no tempo de imobilidade no teste de nado
forcado. N&o ha diferenga estatistica no tempo de imobilidade entre os grupos (p = 0,505, n = 8 por grupo).
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A Figura 10 representa os resultados do teste de nado for¢ado, utilizado para
mapear a prevaléncia de comportamento do tipo depressivo nos animais. O grafico
representa o tempo em segundos que 0s animais permaneceram imoveis na caixa d'agua,
e podemos observar que ndo houve diferenga estatistica entre o grupo controle e o grupo
tratado com MPTP (p = 0,505). Esse resultado indica que ap6s 11 dias de infusdo por

MPTP nao é constatado o comportamento do tipo depressivo nos animais.

5.2. Quantificagcao da morte de neurénios dopaminérgicos na SNpc

A tirosina hidroxilase (TH) € uma enzima que participa da biossintese de dopamina,
portanto, sua expressao € proporcional ao conteudo de neurbénios dopaminérgicos na
analise histoquimica. Na figura 11, podemos observar a marcagcdo TH da SNpc em
camundongos de controle (Fig. 11.A) e em camundongos tratados com MPTP (Fig. 11.B)
no 11° apos insulto de MPTP. Assim, examinamos a area (Fig. 11.C) e a densidade éptica
em pixels (Fig 11.D) de imunocoloragdao de TH no SNpc dos grupos de controle e de
tratamento com MPTP.

A analise realizada nos permite observar uma area menor, bem como uma menor
densidade 6ptica, da marcacdo de TH na regido SNpc dos animais tratados com MPTP
quando comparado ao grupo controle (p = 0,04 para ambas as analises;n = 4 por grupo).
Os valores observados mostram que a morte neuronal de neurbnios dopaminérgicos ja

esta em andamento no grupo tratado com MPTP.
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Figura 11: Imunocoloragdo de TH representativa e analise morfométrica na substancia negra do grupo controle
do tratamento MPTP. Reacdo de imunohistoquimica para a deteccdo de TH expressao revelou imunocoloragao
neuronal e fibrilar na substancia negra de camundongos controle (A) e camundongos MPTP (B) (barras de escala
= 100 ym). Usando morfometria digital, demonstramos que o grupo controle teve maior area (C) e densidade
Optica de pixels (D) de imunocoloragéo TH (p = 0,04 para ambas as analises; n = 4 por grupo).

5.3. Quantificagao de microglia e astrocitos

Para determinar o efeito do insulto MPTP na migracéo de células envolvidas com a
neuroinflamacdo no SN 11 dias apds o inicio dos experimentos, a coloragao
imunofluorescente foi realizada para Iba-1 e GFAP. Iba-1 é altamente expresso em
microglia, enquanto GFAP é expresso em astrocitos.

Na figura 12, podemos ver a marcagédo por |Iba-1 na SN de camundongosde
controle (Fig. 12.A) e de camundongos tratados por MPTP (Fig. 12.B). Examinamos a
area de emissao fluorescéncia (Fig. 12.C), o que indicou que no grupo MPTP a emissao
de fluorescéncia mostrou um aumento significativo quando comparado ao grupo de
controle (p < 0,0001, n = 4 por grupo).
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Figura 12: Coloracdo por imunofluorescéncia de Iba-1 representativa e analise da area de
emissao fluorescéncia na SN dos grupos controle e o grupo tratado por MPTP. A andlise da
expressdo de Iba- 1 revelou a microglia na substancia negra dos animais controle (fig. 12.A) e
MPTP (fig 12.B) (barras de escala = 100 ym). Usando morfometria digital, demonstramos que
camundongos MPTP tinham &rea maior (fig. 12.C) para imunocoloragdo Iba-1 do que
camundongos de controle (**** P < 0,0001; n = 4 por grupo)

Além disso, a andlise da area marcada por GFAP em camundongos controle (fig
13.A) e em camundongos tratados com MPTP (fig. 13.B) mostra um aumento na area de
fluorescéncia (fig. 13.C) no grupo que sofreu o insulto por MPTP (p < 0,0001, n = 4 por
grupo). Assim, podemos indicar o aumento da neuroinflamagado e da migracéo da glia

células ao SN de animais que sofreram administracdo de MPTP.
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Figura 13: Coloracdo imunofluorescente GFAP representativa e andlise da area de emissao fluorescéncia na SN
de grupos de controle e de tratamento com MPTP. Coloragdo para o a detecgdo da expressdo de GFAP revelou
astrécitos do grupo controle (fig. 13.A) e MPTP (fig. 13.B) (barras de escala = 100 ym). Usando morfometria
digital, demonstramos que os camundongos tratados por MPTP tinham area (C) maior para a imunocoloragdo de
GFAP do que os camundongos de controle (**** P < 0,0001; n = 4 por grupo).

5.4. Dosagem de citocinas

Tendo em vista as alteragcbes do numero de células gliais na SN dos animais
testados, a analise de citocinas torna-se relevante para se entender o perfil inflamatério
da via nigroestriatal.

A figura 14 e a figura 15 mostram os niveis de citocinas (pg / 100 mg de tecido) no
SN e no estriado dos camundongos, respectivamente. No SN (fig.14), um aumento
significativo de IL-10 e IL-17 pode ser observado no grupo tratado com MPTP em
comparagao com o controle (p = 0,0143 e p = 0,0353, respectivamente). No estriado (fig.
15), IL-17 apresentou uma diferenga significativa em comparacdo com controle (p =
0,0411). Nenhuma diferenga significativa nos outros niveis de citocinas foi observada em

ambas as areas.
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Figura 14: Efeitos de infusdo i.n. de MPTP (1 mg / narina) nos niveis de citocinas no SN (n = 6
animais / grupo). Os dados sdo expressos como a média + S.E.M. das citocinas (pg / 100 mg de
tecido). * p < 0,05 em comparagao com o grupo tratado com solugéo salina.
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Figura 15: Efeitos de i.n. infusdo de MPTP (1 mg / narina) nos niveis de citocinas no corpo estriado (n
= 6 animais / grupo). Os dados s&o expressos como a média = S.E.M. das citocinas (pg / 100 mg de
tecido). * p < 0,05 em comparagao ao grupo controle.
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Figura 16: Razbes entre as quantidades relativas de TNF / IL-10 e IFN- / IL-4 na SN (Fig. 16.A e
16.C) e no estriado (Fig. 16.B e 16.D) de camundongos. (** P <0,01; n = 6 por grupo).
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As razdes entre a expressao de citocinas representadas na figura 16 mostraram
que a razdo TNF / IL-10 no SNpc e estriado (Fig. 16.A e 16.B, respectivamente) n&o
mostraram diferengas entre os grupos (p = 0,085 ep = 0,445). Ja a raz&do IFN-y / IL-4 no
SN (fig 16.C) foi maior no grupo tratado por MPTP em comparagdo com o grupo
controle (p = 0,0047), indicando assim um predominio de IFN-y em relagdo a IL-4 nos
animais que sofreram o insulto por MPTP. A razdo IFN-y/ IL-4 no estriado ndo mostrou

diferencas estatisticas entre os grupos (p = 0,5398).
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5.5. Fatores neurotroficos
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Figura 17: Os efeitos de infusdo de MPTP (1 mg / narina) em fatores neurotréficos da SN. Em A e B, BDNF
e NGF, respectivamente e os receptores em C e D, TrkB e TrkA, respectivamente (n = 4 animais / grupo).
Os dados s&o expressos como a média = S.E.M. do BDNF e NGF (pg / 100 mg de tecido). * p < 0,05; ** p <
0,01; ** p <0,001 em comparagdo com o grupo tratado com solugéo salina.

Além da dosagem de citocinas, realizamos a quantificagdo de fatores neurotroficos
na SN e no estriado. Onze dias apo6s a infusdo por MPTP, os niveis de BDNF mostraram
uma reducéao (p < 0,05, n = 4) no SN em comparagao com o grupo de controle (figuras
17.A e 17.B). Nenhuma diferenca foi observada nos niveis de NGF no SN em ambos os
grupos. Depois disso, usando uma RT-PCR, investigamos a expressdo de mRNAs de trkA
e trkB. Os niveis de mRNA de TrkA diminuiram no grupo tratado com MPTP (p = 0,0391)
e a expressao de mRNA de TrkB nao mostroudiferencas (p = 0,6374) entre os grupos no

SNpc (Fig. 17.C e 17.D).
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Figura 18: Os efeitos do MPTP em fatores neurotréficos no estriado. Em A e B sdo mostrados os niveis de
BDNF e NGF, respectivamente e os receptores em C e D, sendo TrkB e TrkA, respectivamente. (n = 4
animais / grupo). Os dados sdo expressos como a média + S.E.M. do BDNF ou NGF (pg / 100 mg de
tecido). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 em comparagéo com o grupo tratado com solugao salina.

Um nivel aumentado pode ser observado em BDNF e NGF (p < 0,01 e p < 0,001,
respectivamente) no estriado (Fig. 18.A e 18.B). Os niveis de mRNA de TrkAe TrkB nao
apresentaram diferengas entre os grupos estudados na regido estriatal, p = 0,485 e 0,716,

respectivamente (Fig. 18.C e 18.D).
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6. DISCUSSAO

Ha evidéncias crescentes que o paciente com DP, além de sofrer com os sintomas
motores, também sofre de comprometimento cognitivo e condigdes psiquiatricas, por
exemplo, ansiedade e depressao, disturbios do sono e deméncia. Embora esses sintomas
sejam clinicamente importantes, ha limitados modelos animais capazes de reproduzir
esses sintomas (Francardo, Iderberg et al. 2014).

Neste estudo, ndo foram observados déficits motores em camundongos que
receberam MPTP em comparacdo ao controle (fig. 9A), caracterizando um estagio pré-
motor da doenca. O mesmo resultado foi observado por Prediger, Aguiar et al. (2010)
usando o mesmo protocolo de administracdo MPTP, mas com maior intervalo entre a
administracao e o teste para avaliar o comprometimento motor.

O teste de reconhecimento olfatério foi aplicado no 5° dia apds a infusdo e mostrou
um resultado significativo de perda olfatéria nos animais que foram tratados com MPTP
(fig. 4). A hiposmia € um dos sintomas nao motores mais prevalentes em pacientes com
DP e ha evidéncias de que podem aparecer varios anos antes dos disturbios motores
(Muller et al., 2005; Hayes, 2019). Nosso resultado confirma queo modelo em questao
mimetiza aspectos relevantes do estagio inicial da doenca.

No teste claro-escuro (Fig. 7) e no labirinto em cruz elevado (Fig. 8), o
comportamento do tipo ansioso nao foi identificado. Em Prediger et al. (2010), o teste do
labirinto em cruz elevado também n&o produziu diferengas estatisticas no 5°dia apds a
administracao por MPTP. Em nosso estudo, o teste foi realizado no 10° dia e o resultado
foi semelhante. Por outro lado, nossos resultados indicam uma resposta significativa
relacionada a ansiedade de camundongos administrados com MPTP, em relagdo ao
controle, em teste de campo aberto (fig. 9B e 9C).

Embora o teste do labirinto em cruz elevado, o teste claro / escuro e o teste de
campo aberto sejam usados para avaliar o comportamento semelhante a ansiedade,
estudos indicam que esses testes avaliam diferentes aspectos do comportamento
semelhante a ansiedade, como ansiedade de espacgo claro no teste de claro e escuro,
ansiedade de espago aberto como no teste de campo aberto e aversdo natural dos ratos
por areas abertas e elevada, avaliado pelo teste de labirinto em cruz elevado (Komada,
Takao & Miyakawa, 2008). Assim, tanto o teste de transicdo claro escuro, o teste de
campo aberto e o teste do labirinto em cruz elevado sao importantes para avaliar as

diferentes facetas do comportamento dos
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camundongos. Os transtornos de ansiedade na DP sao comumente observados,
afetando 20-40% dos pacientes e estdo associados a fungdo de monoamina alterada e a
inflamacéao (Schrag 2004, Duivis, Vogelzangs et al. 2013, McDonald 2015).

A tirosina hidroxilase € uma importante enzima que participa da cascata de
producado de dopamina, convertendo a tirosina em DOPA e, portanto, esta presente em
neurdnios dopaminérgicos (Dunkley & Dickson, 2019). Os primeiros sintomas motores de
DP aparecem quando cerca de 60-70% das células dopaminérgicas SNpc tirosina
hidroxilase-positivas (TH-positivas) sdo degeneradas (Armstrong & Okun, 2020), e é
importante quantificar a morte neuronal no modelo de fase pré- clinica da doenga. Nossos
resultados mostram uma diminuicdo dos neurénios TH imunorreativos no SNpc 11 dias
apos a infusao intranasal de MPTP, evidenciando o inicio da morte neuronal na regiao
que é a principal afetada na DP. As deficiéncias apresentadas por este modelo animal
parecem analogas as observadas durante a fase inicial da DP, em que os sintomas néao-
motores aparecem antes dos sintomas motores (Prediger et al. 2010). Rojo et al. (2006)
observou reducgado drastica dos neurénios TH imunorreativos apdés 30 dias de injecao
diaria de MPTP e diminuicdo da atividade locomotora, caracterizando um modelo crdnico
da doenca. Nosso estudo, assim como em Prediger, Aguiar et al. (2010), apresentam
reducdo moderada desses neurdnios e nao apresentam déficit locomotor, caracterizando
o inicio da neurodegeneragao associada ao aparecimento de sintomas n&do motores como
a perda olfatdria.

Em relagao as células gliais, nossos resultados mostraram astrogliose (aumento da
marcagao de GFAP) e microgliose (aumento da marcacao de Iba-1) no SNpc (Fig. 12 e
13, respectivamente) em animais que receberam MPTP. A composi¢ao celular dessa
regido € substancial para investigar as causas da neurodegeneracdo que resulta na
doenga. Em um estudo realizado com cérebros humanos postmortem, Flores-Cuadrado,
Saiz-Sanchez et al. (2021) foi constatado astrogliose e microgliose no bulbo olfatério de
individuos com DP. Liang, Chen et al. (2019) também demonstraram o aumento dessas
células no SNpc em camundongos utilizando o modelo de DP fazendo administragcao
subcuténea de 5 doses de 30mg / kg de MPTP, em um periodo em que os animais ja
apresentavam comprometimento motor. Em nosso estudo, mostramos que a alteragao
morfolégica nessa regiao ja é evidente mesmo apds uma unica administracao de MPTP e
na fase inicial e ndo- motora da doencga.

O MPTP é um potente inibidor do complexo | mitocondrial causando perda de

energia celular, producao de ROS, apoptose, inflamacao e consequente degeneragao de
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neurdnios dopaminérgicos na via nigroestriatal. A microglia com perfil inflamatorio
exarcerbado é téxica para os neurbnios, em parte devido a liberacido de fatores proé-
inflamatérios incluindo IL-1B, TNF-a, IL-6, 6xido nitrico (NO), prostaglandina E2 (PGE2) e
superéxido radical (Stone, Reynolds et al. 2009). Neste estudo, avaliamos as
concentragbes de TNF-a, IFN-y, IL1-B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 e IL-17A no SNpc e
estriado 11 dias apos a infus&o intranasal de MPTP. Encontramos aumento significativo
de IL-10 e IL-17A no SNpc (fig.14) e IL-17A no corpo estriado (fig. 15) em relagcao ao
grupo salina. IL-17A atua em multiplas células residentes no SNC para potencializar a
inflamagdo. Também foi confirmado em experimentos com animais que a IL-17A
desempenha um papel no desenvolvimento da DP. Neurodegeneragdo dopaminérgica,
comprometimento motor e ruptura da barreira hematoencefalica sado aliviados em
camundongos com deficiéncia de IL-17A (Liu et al., 2019).

No entanto, a diminuicdo do nivel plasmatico de IL-17A & encontrada em pacientes
com DP em comparacdo com controles. Embora o mecanismo especifico da IL-17A em
doengas neurodegenerativas ainda seja controverso, € geralmente aceito que a IL-17A
causa doencas ativando células gliais (especialmente microglia). Em um modelo de DP, a
IL-17A ativa a microglia in vitro e acelera a morte de neurénios dopaminérgicos através da
ativacdo de células microgliais (Liu et al., 2019). Ja IL-10 tem a capacidade de atuar de
forma neuroprotetora, inibindo a producdo de mediadores pro-inflamatérios microgliais
TNF, IL-1B, IL-6, IL- 8, IL-12 e IL-23 e aumento da liberacdo de mediadores anti-
inflamatorios, como o antagonista do receptor de IL-1 e receptores soluveis de TNF de
células imunes inatas (Kwilasz et al., 2015).

Em relagdo aos fatores neurotréficos, nossos resultados mostram uma diminuigcao
significativa nos niveis de BDNF e nenhuma alteracdo significativa no NGF na SN.
Embora os niveis de NGF permanegcam semelhantes em relagdo ao grupo controle, foi

observado um aumento na expressao de TrkA no SN (fig.17).
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TrkA é o receptor de NF mais relacionado ao NGF e sua regulagdo. No corpo
estriado, observou-se aumento significativo nos niveis de BDNF e NGF, n&o havendo
diferenca na expressédo dos receptores TrkA e TrkB (fig.18). Uma vez que este &€ um
modelo de estagio inicial, parece que o aumento dessas moléculas no estriado pode estar
relacionado a uma tentativa de compensar a diminuicao da protecdo mediada por NGF e
BDNF na via de entrada proveniente da SN. Um mecanismo de protecdo do NGF é
prevenir a atividade da caspase-3 (Shimoke e Chiba 2001), mas com o desenvolvimento
da doencga o processo proé-inflamatorio se sobrepde aoprocesso anti-inflamatorio

Nossos resultados apresentam novas informagdes sobre 0 modelo semelhante a
DP descrito por Prediger et al. (2010) com foco no estagio pré-motorda doenca e suas
alteragdes neuroinflamatorias. Este € o primeiro estudo usando este modelo de estagio
inicial que mostra niveis aumentados de IL-17A em ambos SNpc e estriado, e ainda avalia
os niveis de BDNF, NGF e seus receptores em ambas as regides. Este fato pode auxiliar
no entendimento do desenvolvimento do processo inflamatério da DP e possivel

intervencao clinica na fase prodémica da doenca.
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7. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Nossos resultados permitem concluir que infusdo i.n. de MPTP (1mg/narina) em
camundongos C57BL/6 mimetizou aspectos cruciais presentes na fase pré- clinica da

doenca, sendo eles:

Alteracdo na memoria olfatoria apds 5 dias da administracdo de MPTP;

Déficit no reconhecimento social no 6° dia, indicando alteragédo cognitiva;
Comportamento do tipo ansioso quando avaliado por teste de campo abertono 11° dia
apos infusao i.n. por MPTP;

Diminuigdo dos neurbnios dopaminérgicos na SNpc antes do aparecimentodos
sintomas motores;

Ativacao microglial e astrécistica na SNpc no 11° dia;

Aumento dos niveis de IL-10 e IL-17 na SNpc e de IL-17 no nucleo estriado,bem como a
razao IFN / -4 indicando um perfil pré-inflamatéria na SNpc;

Diminuigéo dos niveis de BDNF e TrkA na SNpc,

Aumento dos niveis de BDNF e NGF no estriado, sem alteracdo da expressaodos seus

receptores.

Nossos resultados contribuem para a melhor descricdo do modelo da fase pré-
clinica da doenca e abre perspectivas para futuras pesquisas de tratamento dos sintomas
nao-motores, bem como para a busca de um biomarcador para que o diagnostico da
doenca seja possivel antes que a morte neuronal ja esteja em estagioavancado. Esta fase
latente de neurodegeneracdo na DP €& de particular relevancia em relacdo ao
desenvolvimento de terapias modificadoras da doenga ou neuroprotetoras que exigiriam
intervencao nos estagios iniciais da doencga.

Apesar disso, € importante ressaltar que o modelo de infusdo intranasal de MPTP
apresenta limitagbes por ndao mimetizar completamente a histopatologia da DP, como

auséncia dos corpusculos de Lewy, importante marcador da doenca.
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