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RESUMO
A doenca de Parkinson (DP) € classicamente caracterizada pela perda de neurdnios
dopaminérgicos na Substancia Negra (SN) e reconhecida pelos seus sintomas motores. Porém,
um corpo significativo de evidéncias indica que a DP afeta diversos outros sistemas de
neurotransmissao, causando sintomas ndo motores. Alteracdes cognitivas como deméncia da
doenca de Parkinson e diminuicdo das fungdes executivas fazem parte de um grupo de sintomas
ndo motores que pode ser desenvolvido no curso da doenga. O tratamento e conhecimento da
evolucdo desses sintomas ndo motores pode melhorar a qualidade de vida desses pacientes.
Neste estudo, avaliamos se a lesdo parcial da via nigro-estriatal induzida pela neurotoxina 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) em ratos seria suficiente para reproduzir alguns dos sintomas néo
motores da DP. Em particular, investigamos possiveis alteraces de memoria e de funcdes
executivas do modelo animal em questdo. Ratos Wistar adultos machos foram anestesiados e
submetidos a cirurgia estereotaxica para infusdo bilateral de 10ug de 6-OHDA diluido em 3pL
de solugéo contendo acido ascorbico no estriado. Animais do grupo controle receberam apenas
o veiculo da droga. Primeiramente, foram realizados testes motores para confirmar a auséncia
de sintomas motores graves que comprometessem as demais tarefas. Além disso, analisamos
possiveis comportamentos do tipo ansioso pelo teste do campo aberto. Com a confirmacéo que
0S animais ndo apresentavam sintomas do tipo ansioso ou sintomas motores, realizamos testes
para avaliacdo da memdria, aprendizado e fungdes executivas. Ao avaliarmos 0s animais no
Labirinto de Barnes, observamos um prejuizo significativo na memoria espacial no grupo 6-
OHDA, apresentando menor tempo no quadrante alvo no teste de evocacao. Ja no teste do
aprendizado reverso, utilizado para analisar a flexibilidade cognitiva, os animais 6-OHDA
precisaram de maior quantidade de tentativas para aprender a nova localizacdo, porém sem
aumentar o niamero de visitas ao quadrante alvo anterior. Em concluséo, a lesdo parcial da via
nigro-estriatal induzido por 6-OHDA foi suficiente para reproduzir alguns dos sintomas nao
motores observados na clinica, tais como prejuizos de memdria e de flexibilidade
comportamental. Esperamos que nossos achados fundamentem futuras investigagdes sobre 0s

mecanismos subjacentes as alteracfes mnemonicas e de fungdes executivas observadas na DP.

Palavras chaves: doenca de parkinson; 6-OHDA; memoria; fungéo executiva; ansiedade; loop

cortico estriatal.



ABSTRACT

Parkinson's Disease (PD) is classically characterized by the loss of dopaminergic neurons in the
Substantia Nigra (SN) and recognized by its motor symptoms. However, a significant body of
evidence indicates that PD affects several other neurotransmitter systems, causing non-motor
symptoms. Cognitive alterations such as Parkinson's disease dementia and decreased executive
functions are part of a group of non-motor symptoms that can be developed throughout the
disease. The treatment and knowledge of the evolution of these non-motor symptoms can
improve the quality of life of these patients. In this study, we evaluated whether the partial
lesion of the nigrostriatal pathway induced by the neurotoxin 6-hydroxydopamine (6-OHDA)
in rats would be sufficient to reproduce some of the non-motor symptoms of PD. In particular,
we investigated possible alterations of memory and executive functions of the animal model in
question. Adult male Wistar rats were anesthetized and underwent stereotaxic surgery for
bilateral infusion of 10ug of 6-OHDA diluted in 3L of solution containing ascorbic acid in the
striatum. Animals in the control group received only the vehicle of the drug. First, motor tests
were performed to confirm the absence of severe motor symptoms that would compromise the
other tasks. In addition, we analyzed possible anxiety-like behaviors in the open field test. With
the confirmation that the animals displayed neither anxiety-like alterations nor motor
symptoms, we performed tests to examine memory, learning, and executive functions. When
we evaluated the animals in the Barnes Maze, we observed a significant impairment in spatial
memory in the 6-OHDA group, showing less time in the target quadrant in the retrieval test. In
the reverse learning test, used to analyze cognitive flexibility, the 6-OHDA animals needed
more trials to learn the new location, without increasing the number of visits to the previous
target quadrant. In conclusion, the partial lesion of the nigrostriatal pathway induced by 6-
OHDA was sufficient to reproduce some non-motor symptoms observed in the clinic, such as
memory impairment and behavioral flexibility. We hope that our findings will support future
investigations into the mechanisms underlying the mnemonic and executive function alterations
observed in PD.

Keywords: parkinson's disease; 6-OHDA; non-motor symptoms; memory; executive
functions; animal models
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE PARKINSON

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum
atualmente, atrés apenas da doenca de Alzheimer. A DP afeta cerca de 1% da populagdo acima
dos 60 anos. A patologia é diagnosticada clinicamente pelos sintomas motores como tremor em
repouso, rigidez postural, dificuldade de iniciar e realizar movimentos entre outros (DEXTER;
JENNER, 2013). Esses sintomas motores sdo causados pela degeneracdo dos neurdnios
dopaminérgicos na substancia negra (SN). A SN tem papel importante na modula¢do do
estriado (STR), sendo uma das areas primeiramente afetadas pela doenca. Com o déficit
dopaminérgico na SN ocorre uma facilitacdo na via motora indireta e uma reducéo na via direta
(Figura 1). Na via motora direta o estriado diminui sua inibi¢do sobre o globo palido interno
(GPi) e SN reticular o que aumenta a inibicdo dessa area sobre o tdlamo e diminui aferentes
excitatorios e diminuicdo na atividade do cortex. Ja na via indireta h4& um aumento na inibigdo
do Globo Palido externo (GPe) e diminuicdo da inibi¢do sobre os nucleos subtalamicos (STN)
e aumento da atividade excitatoria no GPi e SNR. A reducdo no output dos ganglios da base
pelo GPi e SNR parecem ser 0s principais responsaveis pela acinesia na DP (OBESO et al.,
2008; REDGRAVE et al., 2010).
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Figura 1. Traduzido do artigo Power, Werner et al 2017. Modelos da via indireta e direta do sistema motor.
Substéncia negra com diminuicdo de dopamina D2 diminui o output gabaérgico para GPe e depois para STN 0
gue aumenta output excitatdrio pata GPi e SNr aumentando a inibicdo do talamo e glutamatérgico para o cortex.
Jé& na via direta ha diminuicdo da dopamina D1 aumenta a inibicdo gabaérgica e hd pouco retorno para o estriado.

O acumulo de alfa sinucleina é a causa mais conhecida para a morte neuronal, devido
ao estresse oxidativo, disfungdes mitocondriais entre outros fatores, ha disfuncdo na agregacéo
de proteinas, disfuncdo nos canais de célcio e alteracdo no ferro na regido que causam a
neurodegeneracdo. A fonte inicial desse estresse oxidativo e da morte neuronal ainda
permanece desconhecida (AARSLAND et al., 2021).

Muitos autores trabalham na tentativa de segmentar a doenga de Parkinson por subtipos
a depender dos sintomas ndo motores apresentados em paralelo com as regides afetadas. A rota
de desenvolvimento da doenca é levada em consideracdo nessa forma de classificagdo. Sendo
as rotas olfatéria/limbica, tronco cerebral e cognitiva seus principais subtipos (MARRAS;
CHAUDHURI, 2016; SCHRAG; SAUERBIER; CHAUDHURI, 2015). J& quanto aos subtipos
motores, no0s temos o tremor dominante, ndo tremor dominante, inicio precoce e rapida
progressdo sem deméncia (SELIKHOVA et al., 2009).
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1.2 SINTOMAS NAO MOTORES E EVOLUCAO DA DOENCA DE PARKINSON

Apesar dos sintomas motores serem consequéncia da morte neuronal na SN, a DP é
multissistémica e n&o inicia nessa area. Ja é consenso na literatura o acimulo de alfa sinucleina
em outras areas como bulbo olfatorio e no tronco cerebral antes da morte dos neurdnios
dopaminérgicos na SN (HAWKES; DEL TREDICI; BRAAK, 2010).

A Figura 2, adaptada do artigoHawkes et al., 2010, mostra os estigios da DP e a
influéncia da alfa sinucleina nos sintomas apresentados. Podemos notar que a fase prodrémica,
fase antecedente aos sintomas motores e ao diagnostico, pode chegar ha 20 anos antes do
diagndstico com os sintomas motores. Segundo a classificacdo de Braak, o acimulo de alfa
sinucleina inicia no bulbo olfatério e no c6lon dos pacientes. Os sintomas da primeira fase
envolvem alteracdo olfatoria e gastrointestinal. Ja na segunda fase da doenca, a alfa sinucleina
se espalha para o locus coeruleus, por¢cdo magnocelular a formacdo reticular e ndcleo da rafe
posterior. Entre os sintomas encontrados nessa fase estdo controle de ingestdo de alimentos,
ciclo sono-vigilia alterados e resposta comportamental ao estimulo sensorial. Na terceira fase,
o0 dano chega a substancia negra, nacleo peddnculo pontino e amigdala. O nivel de perda na
substancia negra atinge cerca de 50% quando os sintomas motores comegam a surgir. Esse dano
causa perda dopaminérgica no estriado com hiperreatividade na via indireta. Com o nucleo
pedunculo pontino afetado ha dificuldade em iniciar movimentos e realizar outros movimentos
estereotipados. Os sintomas motores que surgem nessa fase da doenca sdo causados devido a
disfuncdo na via motora indireta. Com a deplecdo dopaminérgica na SN, 0s inputs
glutamatérgicos dessa regido ndo séo inibidos como anteriormente o que causa principalmente
o tremor basal, que se inicia de maneira unilateral e com o curso da doenga afeta bilateralmente
o paciente (HAWKES; DEL TREDICI; BRAAK, 2010).

No estagio quatro o dano causado pela evolucdo da patologia j& estd espalhado em
diversas &reas. Nessa fase, 0 paciente ja esta em tratamento com medicagcdo dopaminérgica o
que pode piorar ou acrescentar alguns sintomas. Os estagios 5 e 6 sdo os finais ja que o dano ja
alcanca regides responsaveis por batimentos cardiacos, pressdao sanguinea, respiracao e
motilidade intestinal (HAWKES; DEL TREDICI; BRAAK, 2010).
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Figura 2. Imagem adaptada do artigo Hawkes, Del Tredici e Braak, 2010. Estagios da doenca de Parkinson e a
influéncia da alfa sinucleina nos sintomas apresentados. Hiposmia, constipacao e sintomas autbnomos costumam
surgir como primeiros sintomas ndo motores na fase prodrémica, cerca de 20 anos antes do diagndstico pelos
sintomas motores. Desordem no sono, obesidade e depressdo surgem também nessa fase. O diagnostico ocorre
com os primeiros sintomas motores, geralmente unilateral e desenvolvendo-se bilateralmente. Apds o diagnéstico
0s sintomas motores e ndo motores tendem a piorar e sintomas cognitivos surgem. A apresentacdo da alfa
sinucleina nos pacientes se inicia no bulbo olfatério e no cdlon dispersando para o nucleo da rafe, amigdala,
substancia negra e chegando no cortex pré frontal nas formas mais graves da doenga.

v

A

1.3 PERFIL NEUROPSICOLOGICO DA DOENCA DE PARKINSON

Entre 15 a 20% dos pacientes em estagios iniciais da DP demonstram algum nivel de
declinio cognitivo, 0 que aumenta para 75 a 90% com a progressdo da doenca
(O’CALLAGHAN; BERTOUX; HORNBERGER, 2014). Em pesquisas comparando o
resultado do miniexame do estado mental, exame breve de estado mental, com a autdpsia,
verificando a progressdo da doenca, essa correlacdo é confirmada (HAWKES; DEL TREDICI;
BRAAK, 2010).

Os sintomas cognitivos podem acompanhar ou ate preceder o surgimento dos sintomas
motores. Importante notar que existem diferencas entre deméncia da doenca de Parkinson e
declinio cognitivo. O declinio cognitivo é o déficit de alguma fungéo cognitiva, porém, ndo o
bastante para que exista 0 impacto na atividade de vida diaria. Essas perdas cognitivas ndo séo

0 bastante para afetar a atividade de vida diaria desses pacientes, porém dificuldades visuo
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espaciais, por exemplo, podem facilitar quedas desses pacientes. O quadro pode ou ndo evoluir
para a deméncia, porém apresenta um risco aumentado em relacdo aos pacientes que nédo
apresentam esse declinio inicial. Ja a deméncia € uma queda global de funcgdes cognitivas como
atencdo, memoria, funcdes executivas, habilidade visual espacial entre outros. A presenca de
disfungdo visual espacial é um grande preditor de desenvolvimento da deméncia
(O’CALLAGHAN; BERTOUX; HORNBERGER, 2014).

A forma como a doenca se desenvolve é preditivo para os sintomas ndo motores que
podem surgir. A Figura 3 resume os trés fenotipos principais que se correlacionam com o
prognéstico clinico (MARRAS; CHAUDHURI, 2016; SCHRAG; SAUERBIER;
CHAUDHURI, 2015). Sintomas autonémicos e distirbios no sono sdo causados com maior
dano no tronco encefalico. Ja sintomas como ansiedade, depressao, dor central e perda de peso
ocorre com a degeneracao que inicia no bulbo olfatorio para o sistema limbico. E o subtipo
cognitivo ocorre com a degeneracdo maior no cortex e é acompanhada de ansiedade, apatia e
perda cognitiva. O Gltimo é mais presente no inicio tardio da DP. A ocorréncia de mais de um
subtipo € possivel. O perfil de sintomas motores também sdo correlacionados com o surgimento
dos sintomas cognitivos. Segundo SELIKHOVA et al., (2009),pacientes com perfil de nédo
tremor dominante apresentam maior chance de desenvolverem deméncia com maior presenca
de corpos de Lewy, acimulo anormal de sinucleinas, em &reas corticais. Como demonstrado
por MARRAS; CHAUDHURI (2016)os sintomas ndo motores da DP podem ocorrer em perfis

diferentes a depender da regido com maior degeneracao.
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e \Q/ 2 Brainstem dominant Sleep dysfunction (RBD/EDS)
Jg ‘,Qﬁ.," === (often with
\‘)V\ late onset hyposmia) Dysautonomia (Adrenergic)
I
_, Depression/Anxiety
p, RN e :
;(:«j ;::(H’ ,  — Limbic dgmlnant . Fatigue (Sertonergic?)
N / T (often with anosmia) Central Pain (Opioidergic?)
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Cognitive (Neocortical subtype) 134 I
Amnestic MCI (Cholinergic)
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Figura 3. Imagem adaptada do artigo Marras e Chaudhuri, 2016. Trés subtipos da doenca de Parkinson de acordo
com a rota de lesdo e de corpos de Lewy e os sintomas predominantes. Com rotas a partir do tronco encefalico,
olfatorio e cortex.
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1.4 FUNCOES EXECUTIVAS

As funcdes executivas tém papel importante no direcionamento do comportamento a
um objetivo. Entre as funcGes importantes para esse direcionamento esta o planejamento,
flexibilidade cognitiva, regulacdo do comportamento baseado em regras, inibicdo de
comportamento inadequado, entre outros (LEH; PETRIDES; STRAFELLA, 2010).

Ha diferencas funcionais no cortex pré-frontal (CPF) importantes correlacionadas com
essas funcdes especificas: o CPF dorsolateral processa aspectos importantes relacionados a
motivacao, resolucdo de problemas e perseverardo, alteracbes no funcionamento do CPF
medial/cingulado estdo subjacentes a apatia, desmotivagdo consistente, mutismo (auséncia de
fala), incontinéncia urinéria e fraqueza nas pernas. J& o cortex orbito frontal esta envolvido
principalmente na inibicdo de comportamento, estabilidade emocional, impulsividade,
mudanca de personalidade, tato social e discriminacbes de odor (BOGOUSSLAVKYV,
BOLLER e IWATA, 2019).

Em humanos, as fungdes executivas sdo avaliadas muitas vezes por meio de testes
neuropsicoldgicos como torre de londres, cartas de wisconsin, teste go/no go (LEH;
PETRIDES; STRAFELLA, 2010). Em animais, ha tarefas especificas para aprendizado
reverso, atencdo, memaria de trabalho como a tarefa de tempo de reacdo em cinco escolhas
(ASINOF; PAINE, 2014). O aprendizado de nova regra pode ser avaliado por meio do labirinto
de barnes. Nesse caso, o protocolo envolve a alteracdo do local de escape depois do animal ter
aprendido a tarefa (BETANCOURT et al., 2017).Apesar de ser importante preditivo para o
desenvolvimento de deméncia na DP, as fungbes executivas ainda ndo sd&o um foco para
pesquisas basicas em animais (MARSHALL; KING; KORTAGERE, 2019; SUN et al., 2015;
ZHUO et al., 2022).

1.4.1 FUNCOES EXECUTIVAS NA DOENCA DE PARKINSON

Entre os sintomas cognitivos presentes no declinio cognitivo da DP estdo as alteragdes
de funcOes executivas. As funcOes executivas sdo resultado de um complexo conjunto de
funcBes como: inibicdo do comportamento, flexibilidade, planejamento, memaria de trabalho,
autorregulacéo, automonitoramento e iniciacdo (LEH; PETRIDES; STRAFELLA, 2010).
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A disfungdo executiva, conhecida anteriormente como sindrome frontal, causa sintomas
graves no dia a dia de pacientes em diversas patologias. Apesar do transtorno de déficit de
atencdo e hiperatividade ser muito conhecido por essa disfuncao na regido e nessas funcdes a
disfuncdo executiva esta afetada em muitas outras patologias incluindo a DP (ROBBINS;
COOLS, 2014).

Ainda dentro do contexto das func¢des executivas, vale ressaltar que o estriado dorsal
faz parte de diversas algas (loops) de processamento neural, juntamente como sub-regides do
cortex frontal, tais como cortex pré-frontal dorsolateral, cortex pré-frontal orbito frontal e
cingulado anterior. A regido dorsal do estriado, mais afetada pela DP, mantém fortes conexdes
com a regido dorsolateral do coértex pré-frontal (O’CALLAGHAN; BERTOUX;
HORNBERGER, 2014; O°’CALLAGHAN; LEWIS, 2017; ROBBINS; COOLS, 2014). Em
conjunto, estas informacdes reforcam a ideia de que lesbes localizadas na via nigro-estriatal

podem resultar em alteragdes de funcbes executivas.

i Cortex

Striatum

Figura 4. Imagem adaptada do artigo O'Callaghan; Bertoux e Hornberger, 2013 . Demonstrado acima as
diferentes participacdes do estriado (nlcleo caudado e putamen) nos loops com o cértex frontal. O loop afetado
pela doenga de Parkinson inicialmente é relacionado com o dorsolateral cortex pre frontal com a lesdo
dopaminérgica no estriado dorsal.

1.5 MEMORIA

A memoria pode ser classificada de acordo com o conteudo ou a dura¢do. Memorias de

curto e longo prazo séo relativas ao tempo de armazenamento dessas informacdes. Elas ocorrem
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em processos separados e sdo independentes. Ja as memdrias declarativas (ou explicitas),
implicitas e de procedimento sdo classificadas de acordo com o conteudo e envolvem &reas

diferentes para seu armazenamento e manipulacdo (IZQUIERDO et al., 1999).

Importante diferenciar aqui a memdria de curto prazo e a memoria de trabalho. A
memoria de trabalho é reconhecida como uma das funcbes executivas e as informacdes se
mantém armazenadas por tempo suficiente para manipulacdo dessas informacdes e retorno de
resposta. A memodria de curto prazo € conhecida pela dependéncia do hipocampo, mais
especificamente da regido CAL. A consolidacdo dessa memdria parece envolver alteracfes de
eficacia sinapticas que se assemelham a potenciacdo de longa duracdo (PLD). Tais alteracGes
perduram inicialmente de 3 a 6 horas, podendo se estabelecer, em seguida, por dias, meses ou
até anos (IZQUIERDO; MEDINA, 1995).

As deméncias sdo as causas mais comuns de disfun¢des na memoria. Sendo que o curso
da DP pode apresentar o quadro de deméncia, além da possibilidade de desenvolvimento de
quadro da doenca de Alzheimer ou deméncia de corpos de Lewy em comorbidade
(HANAGASI; TUFEKCIOGLU; EMRE, 2017).

1.5.1 MEMORIA NA DOENCA DE PARKINSON

A memodria € afetada de forma mais consistente na deméncia da DP. Aléem do perfil de
evolucdo da doenca com os sintomas ndo motores, 0s sintomas motores podem predizer e
indicar possivel deméncia na evolugdo da doenca.(O’CALLAGHAN; LEWIS, 2017;
SCHAPIRA; CHAUDHURI; JENNER, 2017).

Além da memoria, dificuldades visuais espaciais acompanham esse estagio da doenca,
sendo um forte preditor para seu desenvolvimento. A deméncia na DP ocorre pela dificuldade
de codificacéo e recuperacdo da memdria, sendo que quando apresentado pistas o paciente tende
a se recordar das informacdes apresentadas anteriormente (O’CALLAGHAN; LEWIS, 2017).
Além da leséo dopaminergica, alteragdes de outros neurotransmissores parecem ser importantes
para esses sintomas. Os niveis de noradrenalina e serotonina apresentam-se diminuidos na DP
devido ao acumulo da alfa-sinucleina no nudcleo da rafe e locus coeruleus (HAWKES; DEL
TREDICI; BRAAK, 2010; O’CALLAGHAN; LEWIS, 2017).

A alteracdo de memdria na DP é um dos sintomas nao motores mais pesquisados nos
modelos animais. Além do comportamento, diversos estudos também realizam analises

bioquimicas nas areas relacionadas ao processamento de memoria, tais como hipocampo e
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cortex pré-frontal (BONITO-OLIVA; MASINI; FISONE, 2014; MARSHALL; KING;
KORTAGERE, 2019; SUN et al., 2015; ZHUO et al., 2022). Existem diferentes estratégias
experimentais para avaliacdo de processos relacionados a formacdo de memorias
explicitas/declarativas em roedores. Especificamente, na literatura envolvendo modelos
animais de DP podemos encontrar, por exemplo, testes comportamentais que demandam o
reconhecimento de um novo objeto (BONITO-OLIVA; MASINI; FISONE, 2014)ou do local
de um objeto (MARSHALL,; KING; KORTAGERE, 2019). Também existem tarefas que
avaliam se o animal é capaz de se recordar de uma regra especifica (WANG et al., 2020) ou,
ainda, se o sujeito experimental consegue se localizar no espago para encontrar o local de
escape, como é o caso do labirinto de Barnes (DEL FABBRO et al., 2019).

A deméncia na DP € causada pelo acimulo de corpos de Lewy, porém ha algumas
diferencas entre DP e deméncia de corpos de Lewy. Na deméncia de corpos de Lewy ha
neurodegeneragdo em regides mais caudais inicialmente, enquanto na deméncia da DP o
acumulo parece iniciar na regido frontal. Além da regido, ha o tempo para diagndstico utilizando
a regra de “um ano” em que se o paciente desenvolve deméncia em menos de um ano do
diagnostico da DP o diagndstico é de deméncia de corpos de Lewy concomitante com DP. Caso
a deméncia ocorra apds um ano do diagnostico da DP é considerado deméncia decorrente do
primeiro diagnéstico (HANAGASI; TUFEKCIOGLU; EMRE, 2017).

1.6 MODELO ANIMAL DE SINTOMAS NAO MOTORES

O modelo da DP utilizando 6-OHDA é classico e foi iniciado por Ungerstedt em 1968.
A substancia apresenta estrutura andloga a dopamina e noradrenalina sendo toxica para o
sistema nervoso central e periférico. Porém ela ndo é capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica havendo a necessidade de injecdo no local que se busca a lesdo. Apds a
recaptacao pelos transportadores de dopamina e noradrenalina ocorre lesdo neuronal devido a
alteracdo da homeostase celular (SIMOLA; MORELLI; CARTA, 2007). Os modelos mais
classicos utilizam de protetores noradrenérgicos para proteger esses neurdnios, mas
recentemente estudos sem a utilizacéo desse protetor tém sido realizado (SIMOLA; MORELLI,
CARTA, 2007). Sendo a DP uma patologia multissistémica ndo afetando apenas o sistema
dopaminérgico podemos pensar na suspensdo do protetor noradrenérgico como uma

mimetizacdo mais fiel ao que ocorre no desenvolvimento da doenca.
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Os modelos utilizados para estudo podem apresentar variagdes quanto ao local de
infusdo e pela dose utilizada. As trés regides mais classicas para o estudo da DP sdo: substancia
negra (LIU et al., 2019), estriado (DEL FABBRO et al., 2019; ZHUO et al., 2022) e no feixe
prosencefalico medial (MARSHALL; KING; KORTAGERE, 2019; SUN et al., 2015).

Sintomas afetivos como comportamento do tipo ansioso, apatia e anedonia ja foram
investigados pelo uso da 6-OHDA (LIU et al., 2019; MATHEUS et al., 2016; SUN et al., 2015,
2018). Sintomas cognitivos como perda da memoria espacial, memoria tipo declarativa,
funcdes executivas como atencdo, memoria de trabalho, flexibilidade cognitiva, também foram
avaliados (BONITO-OLIVA; MASINI; FISONE, 2014; HERRERA et al., 2020; WANG et al.,
2020). Sintomas autondémicos como gastrointestinais, olfatorios, hipersensibilidade a dor,
cardiacos também sdo pesquisados utilizando a infusdo de 6-OHDA (ARIZA et al., 2015;
BONITO-OLIVA; MASINI; FISONE, 2014; SUN et al., 2015; ZHENG et al., 2014). Além das
funcdes executivas outros comportamentos tipicamente frontais como interacéo social também
sdo pesquisados (MATHEUS et al., 2016).

Apesar do modelo ja ser utilizado para essa investigacdo os resultados para infusdo
bilateral no estriado ainda se mostram divergentes. com estudos que encontram comportamento
do tipo ansioso (XIE; PRASAD, 2020) e estudos que ndo encontram esse resultado
(MATHEUS et al., 2016). A funcdo executiva também se mostra divergente com resultados
positivos (GROSPE; BAKER; RAGOZZINO, 2018; WANG et al., 2020) e negativos
(BETANCOURT et al., 2017). Na investigacdo da memdria podemos observar maior
quantidade de estudos relatando o sintoma (BONITO-OLIVA; MASINI; FISONE, 2014;
HERRERA et al., 2020; ZHUO et al., 2022).

Com o presente estudo buscamos a replicacdo do modelo de infusdo bilateral de 6-
OHDA com a analise de ansiedade, memoria e aprendizado reverso (flexibilidade cognitiva).
Os dados quanto a esses sintomas permanecem sem consenso na literatura com variacdo de
dose e dos testes utilizados para acessar esses comportamentos. A replicacdo do modelo é
importante para iniciar outros protocolos experimentais a partir de um modelo ja existente, o

que facilita a comparacédo de dados e o prosseguimento das pesquisas.
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2. OBJETIVO GERAL

Testar se a lesdo parcial da via nigro-estriatal induzida pela neurotoxina 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) em ratos seria suficiente para produzir sintomas ndo motores

observados na Doenca de Parkinson.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Implementar, com base em revisdo da literatura, um modelo animal de sintomas nédo
motores de doenca de Parkinson utilizando 6-OHDA;

e Confirmar a auséncia de sintomas motores no modelo por meio do teste de impressao
das patas e campo aberto;

e Auvaliar se 0 modelo em questdo seria capaz de reproduzir o aumento de ansiedade pelo
teste do campo aberto;

e Avaliar possiveis prejuizos no aprendizado, memoria e flexibilidade cognitiva

utilizando protocolos especificos no Labirinto de Barnes.
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3 METODOLOGIA

3.1 ESCOLHA DO MODELO EXPERIMENTAL

Para a escolha do modelo experimental a ser reproduzido foi realizada uma revisdo de
literatura sistematica com as palavras chaves “Parkinson ou PD, non motor symptoms ou non-
motor symptoms, rodents ou rat or mouse, 6 OHDA ou 6-OHDA ou 6-hydroxydopamine” nas
bases de dados Scopus, Medline e Web of Science.

Os artigos foram filtrados pelos resumos por dois avaliadores duplo cego. Os trabalhos
gue cumpriam os pré-requisitos de trabalhar com modelo de roedor, com sintomas ndo motores
da doenca de Parkinson e utilizando 6-OHDA foram analisados minuciosamente. Apés esse
levantamento foi escolhido 0 modelo com infusdo estriatal bilateral de 6-OHDA utilizado por
(MATHEUS et al., 2016). Os dados levantados pela revisdo estdo sendo analisados para

posterior publicacéo.

3.2 SUJEITOS EXPERIMENTAIS

Para realizacéo da pesquisa foram utilizados 46 ratos machos Wistar adultos entre 250-
330g e aproximadamente 8 semanas do centro de biotério do ICB-UFMG (CEBIO). Os testes
foram realizados em duas coortes de animais como demonstrado na Fig.5, sendo o teste de
impressdo de patas e o teste do campo aberto na terceira semana sendo realizado em ambos. Ja
o labirinto de Barnes e o teste do campo aberto na quarta semana apenas na segunda coorte.
Essa separacdo de coorte foi realizada para reproducéo do modelo antes de iniciar novos testes.
A primeira coorte ocorreu com 8 animais controle e 8 6-OHDA, ja na segunda com 6 controles
e 10 6-OHDA. Houve a perda de um animal entre o campo aberto da 3 semana e da 4 semana
na segunda coorte. Finalizando com 18 animais 6-OHDA e 14 controles no total.

Os animais foram mantidos em caixa de polipropileno (41x34x18 cm; 2 animais por

caixa) no biotério de experimentacdo do laboratério de neurociéncia e comportamento
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(LANEC) na faculdade de Filosofia e Ciéncias Humanas (FAFICH). As caixas continham
maravalha e tubo PVC para esconderijo, com acesso a &gua e racdo ad libitum. A temperatura
do local foi mantida a 22°C e o ciclo claro/escuro de 12h (7h e 17h). O protocolo 154/2022 foi
aprovado pela comisséo de ética no uso de animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas
Gerais.

Durante a cirurgia e no periodo pos cirdrgico foram perdidos um total de 11 animais.
Quatro animais foram retirados durante a analise de dados: 1 devido ao ndo aprendizado da
tarefa (Labirinto de Barnes), apesar de encontrar o buraco ndo adentrar para finalizar o teste e
3 por doses de cetamina excedente ap6s o periodo cirdrgico para reparacao da sutura durante o
periodo pds-operatério. O uso de cetamina afeta 0 comportamento do tipo ansioso nesses

animais, dessa forma ndo houve a participacdo destes nas analises do teste do campo aberto

(PITSIKAS et al., 2019).

Coorte 1
Dia 1 Dia 24 Perfusao
Injecdo Bilateral 6-OHDA Campo Aberto e
. e - teste deimpressio 2 A
3 = de patas X X
@y "(
Coorte 2 ' - -
. ) Dia 24 Dia 30 s
Dia1 Dia17 Perfusio
L Campo Aberto e Campo Aberto e
Barnes Maze . - P
Injecao Bilateral 6-OHDA teste de impressao teste de impressio
de patas de patas

Figura 5. Cronograma da realizacdo dos testes apoés a cirurgia de infusdo considerada dia 1. Realizadas em duas
coortes com a primeira coorte apenas o teste do campo aberto e teste da impresséo das patas e a segunda repetindo
os testes na mesma data pos cirdrgica e além do Barnes Maze e campo aberto e teste de impressdo das patas com

30 dias apos infuséo.

3.3 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Para a cirurgia estereotaxica os animais foram anestesiados com cetamine hydrochloride
(75 mg/Kg em NaCl 0,15 M) e xilazina (10 mg/Kg, i.p. em NaCl 0,15 M) antes de serem
colocados no aparato estereotaxico para ratos. O nivel de anestesia foi checado durante todo o

procedimento cirdrgico pela frequéncia respiratoria, reflexo de pinca nas patas e auséncia de
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reflexos pupilares. A temperatura corporal também foi acompanhada por meio de termdmetro
e mantida entre 37-38°C por meio de uma manta térmica.

Ap0ds o rato estar devidamente anestesiado no estereotaxico e com a temperatura dentro
do esperado, lidocaina sem vasoconstritor foi aplicada no escalpo e uma incisdo de, em média,
1,5 cm foi realizada para a exposi¢do do cranio. A solugdo de salina estéril foi aplicada nos
olhos sempre que necessario para evitar desidratagdo nas corneas. A limpeza do crénio foi
realizada com peroxido de hidrogénio.

Apds o cranio estar exposto e limpo foram demarcadas as regides de aplicacdo da 6-
OHDA no estriado dorsolateral descrita anteriormente (Matheus et. al., 2016). Com uma broca
(Lmm de didametro) o cranio é perfurado e foi injetado 3uL de 6-OHDA (10ug / 3pL dissolvido
em salina com 0,1% de &cido ascérbico). A infuséo € realizada por meio de capilares de vidro
(4pL) acoplada em uma bomba de infusdo (WPI nanoliter 2020 system injector) nas
coordenadas: AP +0.2 mm ; ML £3.5 mm; DV —4.8 mm do bregma e dura. Nos animais
controles apenas solugdo salina com &cido ascérbico em mesmo volume dos animais

experimentais foi infusionada nas mesmas coordenadas.

Figura 6. Imagem ilustrativa da cirurgia de infusdo 6-OHDA para geracdo de modelo da doenca de Parkinson. A
infusdo de 3uL de 6-OHDA (10ug / 3pL) foi realizada no estriado dorsolateral nas coordenadas AP +0.2 mm ;
ML +3.5 mm; DV —4.8 mm do bregma e dura (adaptada de Prezzi. 2016).

Logo apds a cirurgia a temperatura foi acompanhada até a recuperagéo da consciéncia
e plena recuperacdo. O acompanhamento diario pos cirurgicos foi por meio de aplicacdo de
Banamine (0.5ml/Kg i.p. in 0.15 M NaCl) e Pentabio6tico (1 ml/Kg i.m.) por trés dias e
verificacdo do peso e sinais de dor. Perdas maiores de 50g por dia foram interpretadas como
sinal de dor e usado como critério para eutanasia. O tempo de recuperacgéo foi de 7 dias com

testes realizados apos esse periodo.
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3.4 BARNES MAZE: MEMORIA E FLEXIBILIDADE COGNITIVA

Labirinto de Barnes foi utilizado para avaliar a memoria (REGO., 2014) e flexibilidade
cognitiva (BETANCOURT et al., 2017). Em um aparelho com 105 cm de diametro com piso
de borracha removivel com 12 orificios de 10cm cada um, sendo apenas um deles apresentando
a caixa de escape e os demais com placa de MDF como cobertura. A caixa de escape contém
17 x 23 x 11 cm de madeira. A plataforma se encontra a 132 cm do chdo com iluminagao de 4
lampadas de 45W. No ambiente de experimentacdo houve quatro pistas visuais espalhadas pelo
ambiente (Norte, sul, leste e oeste) que se mantiveram durante toda a experimentagédo. Entre
uma tentativa e outra, o aparelho foi limpo minuciosamente com alcool 20% e o tapete
emborrachado trocado para evitar a localizacdo do escape por pista olfatéria. Entre um animal
e outro todo o aparato foi limpo minuciosamente com &lcool 70% para melhor higienizagao.
Todos os testes foram gravados por uma camera suspensa por cima do aparelho conectado ao
computador externo a sala do laboratério utilizando o software OBS Studio. Para analise o
aparato foi dividido em quatro quadrantes sendo o quadrante alvo onde se encontrava o buraco
do escape (Fig. 7 A e B).

Teste  Aprendizado
Treinamento de evocacao Reverso

FrT 11 1 711

Dia1Dia2Dia3Dia4 Dia 5 Dia 6 Dia 7

Figura 7. Cronograma de realizagéo do labirinto de Barnes com quatro dias de treinamento, um dia de teste de
evocacao e dois dias de aprendizado reverso. (A) Divisdo dos quatro quadrantes com a marca¢do do quadrante
alvo onde se localiza o buraco de escape no treinamento. (B) Quadrante alvo a 180° do original para o aprendizado

reverso.
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3.4.1 TESTE DE MEMORIA E TESTE DE EVOCACAO

Os animais passaram por quatro dias em treinamento sendo cada dia com quatro
tentativas de 3 minutos para encontrar o buraco de escape. Para isso, eles foram colocados na
sala durante cinco minutos antes do inicio do teste para habituacdo. Apos esse periodo, com o
auxilio de uma caixa foram colocados no centro do aparelho com o focinho direcionados
aleatoriamente entre os quatro quadrantes e permaneceram ali por mais 20s. Ap0s a retirada da
caixa eles tinham 180 segundos para encontrar o buraco de escape, caso ndao ocorresse foram
direcionados gentilmente até 14 e deixados um minuto l& dentro para habituacdo. Entre uma
tentativa e outra, os animais eram realocados novamente em suas caixas durante 5 minutos para
a limpeza do aparato e do tapete emborrachado. O experimentador permaneceu na sala durante
todo o teste, sendo também uma pista visual.

Apos os quatro dias de treinamento o buraco do escape foi retirado e adicionado uma
placa de MDF assim como os demais buracos. O teste de evocacdo ocorreu no quinto dia em

apenas uma tentativa com a duracdo de 2 minutos, sendo o animal retirado do local ap6s o

término do tempo.

Figura 8. Realizagdo de sessdo de treinamento no Labirinto de Barnes apos a retirada da caixa com localizagdo da

camera acima do aparato. Buraco do escape a direita.
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3.4.2 APRENDIZADO REVERSO

Apo0s 24h do teste de evocacao foram realizados dois dias de aprendizado reverso. Nessa
etapa do teste o buraco do escape foi deslocado 180° no aparato a fim de avaliar a capacidade
dos animais de encontrar o novo local. As tentativas do aprendizado reverso foram realizadas
durante dois dias com quatro tentativas por dia. O procedimento entre cada tentativa foi

realizado da mesma forma descrita acima na etapa da memoria.
—

§

Figura 9. Realizagdo de sessdo de treinamento no Labirinto de Barnes ap0s a retirada da caixa com localizagdo da

camera acima do aparato. Buraco do escape a esquerda.

3.4.3 PARAMETROS AVALIADOS

Nos videos das sessdes de treinamento foram avaliados a laténcia (S), o tempo que o
animal demora para entrar no escape. Distancia percorrida para encontrar o escape e velocidade
média. A laténcia e a distancia percorrida até encontrar o escape foram consideradas medidas
de aquisicdo. No teste de evocacdo foi analisado o tempo em segundos de permanéncia do
animal no quadrante-alvo, em que 0 escape estaria localizado anteriormente, separando o

primeiro e durante o segundo minutos.
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As estratégias para encontrar e acessar 0 buraco de escape também foram analisadas. A
estratégia espacial era considerada quando o animal comete menos de 3 erros e 0s buracos
estavam a dois buracos do escape ou um unico erro cometido seguindo de mudanca de direcédo
para o0 buraco de escape. Estratégia sequencial se houve pelo menos 3 erros cometidos e 0s
buracos eram 75% sequencial ou semi-sequencial. E estratégia randémica quando houvesse
pelo menos 3 erros e 50% dos buracos estava, em diferentes quadrantes ou mais de 2 mudangas
de direcOes na busca.

As analises do aprendizado reverso foram realizadas da mesma forma que o periodo da
aquisicdo no teste de memoria. Além desses testes foram avaliado o tempo gasto em segundos
no quadrante onde estava o0 escape nas sessdes de aquisicao.

3.4.4 CORRECAO BARNES MAZE

Os videos de cada dia do teste foram exportados no formato MKV pelo software OBS
Studio e convertidos para o formato MP4. Para analise automatizada da tarefa empregamos o
software de cddigo aberto DeepLabCut v2.3.5 (Mathis et al., 2018), que utiliza redes neurais
profundas para estimar a pose de animais a partir de registros de video. Inicialmente, uma rede
neural foi treinada a partir de 300 frames extraidos de 40 videos diferentes. Um total de 8
regides do corpo dos animais foram rotuladas em cada um dos frames: base do rabo, orelha
direita, orelha esquerda, centro da cabeca, focinho, centro do corpo, lateral direita e lateral
esquerda do corpo. Além disso, cada um dos 12 buracos do Labirinto de Barnes foi rotulado. A
rede neural foi treinada com um total de 1200000 iteracdes. Posteriormente, cada um das
tentativas foi analisadas utilizando a rede neural treinada e a posic¢ao de cada regido do animal
foi rastreada frame-a-frame. Cerca de 400 videos foram analisados utilizando a rede neural e 0s
resultados foram exportados em arquivos HDF5.

Com a localizacao de cada regido do animal rotulada frame-a-frame, os arquivos foram
analisados atraves de rotinas desenvolvidas em Python (https://github.com/ikaro-beraldo). A
laténcia de escape, velocidade média, distancia percorrida, erro primario e secundario,

estratégia utilizada e tempo em cada quadrante foram extraidos.

3.5 TESTE DO CAMPO ABERTO (OPEN FIELD)

O teste de campo aberto foi realizado com o animal sendo colocado em uma arena de
madeira (100 x 80cm) com baixa iluminagdo. O animal foi deixado livre para explorar o

ambiente durante os 15 minutos do teste. Para analise do comportamento do tipo ansioso foram
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avaliados o tempo gasto no centro e quantidade de entradas na area central foram calculadas.
Para andlise motora foram avaliados tempo em movimento, velocidade média, tempo em
repouso e distancia percorrida (MATHEUS et al., 2016). Além disso, foi realizada a anélise de

tempo gasto em cada regido da arena separadas entre: centro periferia, bordas e cantos.

3.5.1 ANALISE CAMPO ABERTO

Para andlise do teste do campo aberto primeiro os videos foram tratados pelo software
Bonsai para rastrear os movimentos dos animais. Ap6s o tratamento pelo software as métricas
de tempo em movimento, tempo no centro, quantidade de vezes que 0s animais atravessam 0
centro e tempo na periferia foram exportados utilizando script no matlab

(https://github.com/fgmourao/).

A

Figura 10. Realizacdo do teste do campo aberto no aparato 100x80cm de madeira com baixa iluminacéo. (A)
Rastreio do movimento dos animais realizado pelo Bonsai. (B) Divisao entre area central e periferia para anélise

do comportamento.

3.6 TESTE DE IMPRESSAO DE PATAS (FOOTPRINT)

O teste da passada foi utilizado a fim de avaliar a marcha dos animais e verificar
possiveis sintomas motores que poderiam alterar os resultados dos testes. Para isso foi utilizado
um aparelho em formato de corredor, com alta iluminag&o, conectado com uma caixa escura.
Foram realizadas sessdes de teste com 0s animais para que eles caminhassem em direcdo a
caixa escura quando colocados no aparato. Para o teste, o papel quadriculado foi colocado no
aparato e as patas dos animais foram molhadas com tintas ndo toxicas, vermelhas na dianteira
e preta nas patas traseiras. Colocado no aparelho com o focinho direcionado para a caixa preta,

o animal foi gentilmente direcionado a ir em direcdo a caixa escura quando ndo o fazia. O
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processo € repetido de 1 a 3 vezes para a obtencdo de 6 passadas completas. Passos com
alteracdo na velocidade ndo foram incluidos nas analises.

Apbs a realizacdo do teste o comprimento da passada anterior e posterior foi medida
com o auxilio de uma régua. O comprimento da passada & a distancia entre duas patas
subsequentes, dianteiras ou traseiras. Ja a largura foi medida pela distancia entre a pata esquerda
e direita, traseira ou dianteira, da mesma passada (FERNAGUT et al., 2002).
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Figura 11. Aparato e medidas para avaliacdo da largura e comprimento da passada dos animais. Aparato é
composto por um corredor com forte iluminacéo e uma caixa escura no final (imagem ilustrativa da realizacdo da
tarefa). Papel quadriculado com a impressdo das patas com as marcas vermelhas sendo dianteiras e pretas traseiras.
E por ultimo a forma de realizagdo da medida da largura e comprimento da passada.

3.7 PERFUSAO E IMUNOHISTOQUIMICA

Apos a finalizagdo dos testes, os animais foram eutanasiados e perfundidos. O
procedimento foi realizado para coleta dos cérebros e analise de TH (tirosina hidroxilase). Esta
etapa estd sem realizacdo no momento a fim de confirmar a extensdo da lesdo causada pela
infusdo do 6-OHDA no estriado
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3.7.1 PERFUSAO

Para a perfuséo os animais foram anestesiados com cetamine hydrochloride (75 mg/Kg
em NaCl 0,15 M) e xilazina (10 mg/Kg, i.p. em NaCl 0,15 M). Apds o animal ser
completamente sedado foi utilizado 3x a dose anestésica para a overdose. Apds a parada
respiratoria (mas ndo cardiaca) os animais foram imobilizados dentro da capela para entéo
iniciar o procedimento. Foi feito um corte abaixo do esterno e sendo aberto em direcdo ao peito
do animal para exposicdo completa da regido. Com a regido do coragdo j& exposta houve a
insercdo de uma agulha conectada ao suporte com PBS (solucdo salina com fosfato 0.01 M (250
mL/L) no apice do coracdo em direcdo ao ventriculo esquerdo. Com o corte no atrio direito para
liberacdo do PBS. Apds a limpeza do tecido com o PBS iniciou a transfusdo de 4% de
paraformaldeido (PFA) diluido em PBS. Apos a extracdo do encéfalo foram alocados em PFA
4% e 48h depois em solucédo de sacarose 10, 20 e 30% (um dia em cada concentracdo) para s6

entdo ser congelados a -80°C submerso em isopentano.

3.7.2 QUANTIFICACAO DE TIROSINA HIDROXILASE

Apbs o congelamento, os encéfalos foram transportados em CO2 para a Universidade
de S&o Paulo (USP) em Ribeirdo preto. Sob a orientacdo do professor Dr. Fernando Padovan e
equipe utilizamos o criostato (Leica CM1850; Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) para o
fatiamento a 50 um nas regides: cortex, estriado e substancia negra. Para identificagdo da
lateralidade foi inserida uma agulha no hemisfério direito. A coleta foi iniciada e direcionada
pelas coordenadas a partir do bregma (Paxinos; Watson, 2007). Apds coletadas as fatias de cada
regido foi realizado analise teste para quantificacdo de tirosina hidroxilase (TH). As fatias foram
enviadas novamente para Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) para finalizacdo dos

testes.
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Figura 12. Fotos das atividades realizadas na Universidade de Sdo Paulo em Ribeirdo Preto com sob a

orientacdo do professor Dr. Fernando Padovan em companhia Mateus Prates e Beatriz Schweizer.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Analises estatisticas foram realizadas pelo software Graphpad Prism versao 9.00 para
Windows. A distribuicdo da amostra foi analisada por meio dos testes de Shapiro-Wilk e
Kolmogorov-Smirnov. A andlise de variancia de duas linhas foi utilizada para avaliar o efeito
das variaveis no teste do campo aberto e a memoria no labirinto de barnes. Para analise do

campo aberto, teste da passada e aprendizado reverso no labirinto de barnes foi realizado teste
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T student. O indice de significancia aceito foi de < 0.05 e os valores demonstrados sdo a média

* erro padréo.
4 RESULTADOS
4.1 TESTE DE IMPRESSAO DE PATAS (FOOTPRINT TEST)

Inicialmente, investigamos se a lesdo parcial bilateral produzida pela 6-OHDA seria
suficiente para causar prejuizos motores. Para isso, animais controle e 6-OHDA, 21 e 29 dias
apos a cirurgia estereotaxica, foram submetidos ao teste de impressdo de patas (footprint test)
realizando a medida do comprimento e das larguras das passadas dianteiras e traseiras e
comparando entre 0s grupos por meio do teste t. A analise estatistica foi realizada com os dados

de todos 0s grupos.

Nossos resultados mostram que nao existem diferencas estatisticamente significativas
entre 0s grupos controle e 6-OHDA para o comprimento da passada das patas anteriores (t (29)
=1.685, p= 0.0514) e posteriores (t (30) =0.007, p= 0.4972) (fig. 13A e B). Também néao
observamos diferencas entre largura entre as passadas das patas anteriores (t (30) =0.2689, p=
0.3949) e posteriores (t (30) =0.02094, p= 0.4917) (fig. 13C e D).
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Figura 13. 6-OHDA néo produz altera¢des significativas em nenhum parametro avaliado pelo teste da impressao
de patas. A figura mostra as comparagdes das médias entre 0s grupos controle e 6-OHDA para 0s seguintes
parametros: (A) Largura média da passada das patas anteriores. (B) Largura média da passada das patas anteriores.
(C) Comprimento da passada das patas posteriores. (D) Comprimento da passada das patas posteriores. Dados
expressos em média + erro padrdo da média (EPM). Preto: Grupo controle (N = 14). Vermelho: Grupo 6-OHDA

(N = 18). Comparacdes estatisticas entre os grupos foram realizadas utilizando o Teste t de student.
4.2 TESTE DO CAMPO ABERTO
Complementando o teste da impressdo de patas para detec¢cdo de possiveis sintomas

motores, foi realizado o teste do campo aberto na 3° e 4° semana ap06s cirurgia para detecgdo
de possiveis diferengas entre os grupos em relacdo a velocidade de exploragdo, distancia
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percorrida e tempo em movimento. Além dos sintomas motores foi analisado o comportamento
do tipo ansioso pela exploragéo do espago central do campo aberto.

Os resultados das analises do Teste do Campo aberto, trés semanas pos-cirurgia,
demonstram que ndo houve diferencas estatisticamente significativas no desempenho da tarefa
entre os grupos controle e 6-OHDA na terceira semana pos lesdo quanto & velocidade média
(t(28)=1.750, p=0,0911) (fig. 14A), distancia total (t(28)=1.759 p=0,0894) (fig.14B) e tempo
em movimento (t(28)=1.703, p=0,0997)(fig. 14C).

A lesdo produzida pela 6-OHDA parece ndo afetar ou potencializar comportamentos do
tipo ansioso, avaliados nesse caso pelo nimero de vezes que o animal atravessou o centro (t
(28) =0.9199, p=0.3655) (fig. 14D). Também ndo observamos diferengas significativas no
tempo despendido no centro do campo aberto (t (28) =1.353, p=0,1869) (fig. 14E) ou no tempo
despendido na periferia (t (28) =1.353, p=0,28571)(fig. 14F) .

Para avaliar se 0 grupo 6-OHDA apresentava alguma alteracdo na dinamica de
locomocdo na tarefa de campo aberto, avaliamos, a partir do mesmo conjunto de dados descrito
anteriormente, a distancia percorrida dos animais minuto a minuto e comparamos 0S grupos
utilizando ANOVA de duas vias medidas repetidas. Verificamos que ndo houve efeito
significativo do tratamento (F (1,30) = 1,190, p=0,2841), porém houve diferenca do fator tempo
(F (14,420) = 2,453, P<0,0001). Ou seja, a locomog¢do média dos animais diminui ao longo do
tempo, independente do grupo avaliado. Também ndo observamos diferencas significativas
para a interacdo tratamento x tempo (F (14,420) = 1,235, p= 0,2468) (fig. 14G).
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Figura 14. Apds 4 semanas de cirurgia 6-OHDA ndo apresentou diferenca em tempo de movimento, velocidade
média ou distancia percorrida nos 15 minutos do teste. Comportamentos do tipo ansioso pela exposi¢do ao centro
do aparato ndo foram observados também. (A) Velocidade média em metros por segundo. (B) Distancia total em
metros. (C) Tempo total em movimento em segundos. (D) Total de travessias no centro. (E) Tempo total gasto no
centro. (F) Tempo total gasto na periferia. (G) Distancia percorrida minuto a minuto. Dados expressos em média
+ erro padrdo da média (EPM). Preto: Grupo controle (N = 18). Vermelho: Grupo 6-OHDA (N = 14). Comparagdes

estatisticas entre os grupos foram realizadas utilizando o Teste t de student.

Para verificar se, de alguma forma, os efeitos da lesdo produzida por 6-OHDA
progrediram, realizamos novamente o teste de campo aberto na quarta semana ap6s a infusao

da toxina. Novamente, ndo observamos diferencas estatisticamente significativas entre os
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grupos controle e 6-OHDA em relacdo a velocidade média (t (13) = 0.4687, p=0.6471) (fig.
15A), distancia total (t (13) = 0.4874 p= 0,6341) (fig. 15B) e tempo em movimento (t (13)
=0.04725, p=0.9630) (fig. 15C). Em relacdo aos comportamentos do tipo ansiosos, novamente,
ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas no nimero de vezes que 0
animal atravessou o centro (13) =0.04270, p=0.9666) (fig. 15D), no tempo no centro (t (13)
=0.5140, p=0,6158) (fig. 15E) ou no tempo na periferia (t (13) =0.1933, p=0.8497) (fig. 15F).

Assim como na avaliacdo anterior, testamos se existia algum efeito do tratamento na
distancia percorrida ao longo do tempo (em blocos de 1 min). A andlise de duas vias medidas
repetidas néo revelou diferencas significativas para a interagdo tratamento x tempo (F (14,182)
= 0.7202, p= 0.7524). Também ndo observamos efeito de tratamento (F (1,13) = 0.2376,
p=0.6341). Por outro lado, assim como no teste de 3 semanas, observamos efeito de tempo (F
(14,182) = 6.704, P<0,0001), indicando que a locomog¢do dos animais diminui ao longo do

tempo, como esperado (fig. 15G).
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Figura 15 Apo6s 3 semanas de cirurgia 6-OHDA ndo apresentou diferenga em tempo de movimento, velocidade
média ou distancia percorrida nos 15 minutos do teste. Comportamentos do tipo ansioso pela exposi¢do ao centro
do aparato ndo foram observados também. (A) Velocidade média em metros por segundo. (B) Distancia total em
metros. (C) Tempo total em movimento em segundos. (D) Total de travessias no centro. (E) Tempo total gasto
no centro. (F) Tempo total gasto na periferia. (G) Distancia percorrida minuto a minuto. Dados expressos em
média + erro padrdo da média (EPM). Preto: Grupo controle (N = 6). Vermelho: Grupo 6-OHDA (N = 9).
Comparagdes estatisticas entre os grupos foram realizadas utilizando o Teste t de student.

4.3 BARNES MAZE

Apds confirmarmos com o teste da impresséo de patas e campo aberto que 0s animais
tratados com 6-OHDA ndo apresentavam sintomas motores graves, avaliamos a memdria e a
flexibilidade cognitiva dos animais por meio do Labirinto de Barnes. Foram realizados 4 dias
de treinamento nos quais avaliamos a dinamica de aprendizado dos animais ao longo dos dias
e, no 5° dia, foi realizado o teste de evocagdo como descrito nos métodos. Apos os 5 dias de

teste de memoria realocamos o buraco de escape a 180° e submetemos 0s animais a mais duas
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sessOes no labirinto para a verificagéo da flexibilidade cognitiva para aprendizagem do novo
local de escape. Um animal foi excluido das andlises dos testes devido ao ndo aprendizado da
regra, ou seja, apesar de encontrar o buraco/escape o animal se mantinha na borda nédo

finalizando a tarefa entrando no buraco.
4.3.1 APRENDIZADO

Para avaliarmos o desempenho dos grupos ao longo dos dias realizamos ANOVA de
duas vias medidas repetidas. Em relacdo a laténcia para encontrar o escape, ndo observamos
efeitos significativos em relacdo a interacdo tratamento x tempo (F (3, 39) = 0,3900, P=0,7608)
e apenas tratamento (F (1, 13) = 0,004172, P=0,9495). Observamos, entretanto, efeito de tempo,
ou seja, ambos os grupos reduziram significativamente a laténcia para encontrar o buraco de
escape ao longo dos dias (F (3, 39) = 18,34, P<0,0001) (fig. 16A). A velocidade média também
ndo apresentou interacdo entre grupos e dias (F (3, 39) = 0,7935, P=0,5050). Mantendo
velocidade entre os dias (F (3, 39) = 1,335, P=0,2769) e os grupos (F (1, 13) = 0,002371,
P=0,9619) (fig. 16B). A distancia percorrida ndo apresentou diferenca entre os dias e grupos (F
(3, 39) = 0,7059, P=0,5543), entre os dias (F (1,840, 23,92) = 27,72, P<0,0001) e os grupos (F
(1, 13) = 0,2141, P=0,6512) (fig. 16C).

Além da laténcia, 0s erros primarios e secundarios sdo uma forma de avaliar a memoria
e 0 aprendizado dos animais. Como é possivel observar no gréfico fig. 16D ndo houve diferenga
e significativa entre tempo e tratamento (F (3, 39) = 0,2292, P=0,8755), nem efeito de
tratamento (F (1, 13) = 0,3158, P=0,5837) nos erros primarios. O nimero de erros primarios cai
ao longo do tempo para ambos os grupos (F (3, 39) = 21,50, P<0,0001). J& em relacéo aos erros
secundarios, contabilizados quando o animal revisita um alvo incorreto, também né&o
encontramos interacdo significativa entre tratamento e tempo (F (3, 39) = 2,022, P=0,1267),
nem efeito de tratamento (F (1, 13) = 0,05110, P=0,8247). Assim como no erro primario, 0s
erros secundarios diminuiram significativamente ao longo do tempo para ambos os grupos (F
(1,419, 18,44) = 33,41, P<0,0001) (fig. 16E).

Considerando que os dados alcancados na fase de treinamento ndo apresentaram
interferéncia de sintomas motores, sendo que os animais controle e 6-OHDA aprenderam a

localizagéo do escape nos 4 dias de treinamento.
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Figura 16 Grupo 6-OHDA ndo apresentou diferenca na laténcia para encontrar o buraco, distancia percorrida,
velocidade média ou erros primarios e secundarios nos 4 dias de treinamento. (A) Distancia percorrida em
metros. (B) Velocidade média em metros por segundo. (C) Laténcia para entrar no buraco. (D) Erros primarios.
(E) Erros secundério. Dados expressos em média + erro padrdo da média (EPM). Preto: Grupo controle (N = 6).
Vermelho: Grupo 6-OHDA (N = 9). Comparagdes estatisticas entre 0s grupos foram realizadas utilizando a
ANOVA de duas vias.

A estratégia utilizada para encontrar o buraco de escape foi avaliada junto dos erros
primarios, secundarios e laténcia a fim de confirmar a aprendizagem espacial. A maior
utilizacdo da estratégia espacial confirma o aprendizado e a localiza¢&o do buraco do escape
por meio das pistas ambientais. Ndo foi encontrada diferencas estatisticamente significante na
utilizacdo da estratégia randémica (t (6) =1,277, p= 0,2489) (fig. 17A), espacial (t (6) =0,9472,
p= 0,3801) (fig. 17B) ou estratégia serial (t (6) =1,116, p= 0,3070) (fig. 17C). Pela fig. 17D e
E é possivel observar o aumento gradativo do uso da estratégia espacial por ambos 0s grupos

com o passar dos dias.
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Figura 17 Nao houve diferenca entre 0s grupos nas estratégias utilizadas para encontrar o buraco (A) Utilizacdo
da estratégia espacial. (B) Utilizacdo da estratégia randomizada. (C) Utilizacdo da estratégia serial. (D-E)
Estratégias utilizadas para encontrar o escape dia a dia. Dados expressos em média + erro padrdo da média
(EPM). Preto: Grupo controle (N = 6). Vermelho: Grupo 6-OHDA (N = 10). Comparaces estatisticas entre 0s

grupos foram realizadas utilizando o Teste t de student.

4.3.2 TESTE DE EVOCACAO

No quinto dia o escape ¢€ retirado e colocado uma placa de MDF assim como os demais
buracos. Foi analisado o tempo gasto no quadrante alvo durante os dois minutos de teste e
assim confirmar o aprendizado do local. O calculo foi realizado com a porcentagem de tempo

que cada animal despendeu no quadrante alvo.

No primeiro minuto ndo foi encontrado diferenca significativa entre os grupos (t (9,940)
=0,1230, p= 0,4523) (fig. 18A). Ja no segundo minuto o grupo controle despendeu maior
porcentagem de tempo no quadrante alvo (t (12,94) =2,224, p= 0,0223) (fig. 18B). O tempo de
permanéncia no quadrante alvo foi separado em minutos para a verificacdo da velocidade de
extingdo do comportamento de acordo com as analises realizadas por Rego., 2014.
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Figura 18 Né&o houve diferenca na porcentagem do tempo gasto no quadrante alvo no primeiro minuto. Grupo
controle permaneceu maior porcentagem de tempo no quadrante alvo no segundo minuto. (A) Porcentagem do
tempo gasto no quadrante alvo durante o minuto 1. (B) Porcentagem do tempo gasto no quadrante alvo durante o
minuto 2. Dados expressos em média + erro padrdo da média (EPM). Preto: Grupo controle (N = 6). Vermelho:
Grupo 6-OHDA (N = 10). Comparacdes estatisticas entre os grupos foram realizadas utilizando o Teste t de

student.

4.3.3 APRENDIZADO REVERSO

No aprendizado reverso a laténcia para entrar no buraco de escape na nova localizagéo
néo apresentou diferenca estatisticamente significante no dia 6 (t (13) =1,466, p= 0,1664) e no
dia 7 (t (13) =1,173, p= 0,2620) (fig 19A). Para melhor avaliacdo foi analisado pelo Mann-
Whitney multiplo a laténcia a cada tentativa. Houve diferenca estatisticamente significativa na
laténcia nas tentativas 2 (p =0,04195), na tentativa 5 (p =0,027972) e 6 (p =0,017233). A
velocidade média ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significativa (dia 6 (t (9,453)
=1,536, p=0, 0,1573) e dia 7 (t (9,937) =0,4360, p= 0,6722)) (fig 19B). A distancia percorrida
também ndo apresentou diferenca em ambos os dias (dia 6 (t (10,04) =0,5123, p=0,6195) e dia
7 (t (10,67) =1,158, p=0,2719)) (fig 19C).

Também ndo foram encontradas diferenca estatisticamente significativa no erro
primério (dia 6 (t (11,24) =0,5923, p= 0,5654; e dia 7 (t (11,56) =0,1569, p= 0,8781)) (fig 19D)
ou no erro secundario (dia 6 (t (9,622) =0,4323, p= 0,6750; e dia 7 (t (9,109) =0,6817, p=
0,5124)) (fig 19E).
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Figura 19 Grupo 6-OHDA ndo apresentou diferenga na laténcia para encontrar o buraco, distancia percorrida,
velocidade média ou erros primérios e secundarios durante o aprendizado reverso. (A) Distancia percorrida em
cm. (B) Velocidade média em metros por segundo. (C) Erros secundarios. (D) Laténcia para entrar no buraco. (E)
Erros primérios. (D,E) Tentativas de 1 a 4 equivale ao dia 6 e tentativas 5 a 8 equivalem ao dia 7. Dados expressos
em média + erro padrdo da média (EPM). Preto: Grupo controle (N = 6). Vermelho: Grupo 6-OHDA (N = 10).
Comparacdes estatisticas entre os grupos foram realizadas utilizando o Teste t de student.

Para avaliar tempo gasto no quadrante onde se encontrava o buraco de escape durante a
aprendizagem para memoria foi calculado a porcentagem de tempo gasto nesse quadrante
podemos observar na figura 20A que o grupo controle passou mais tempo quando comparado
com o grupo 6-OHDA no dia 6 (t (12,80) =2.903, p= 0,0125). A fim de avaliar melhor essa
diferenga no sexto dia foi analisado cada tentativa individualmente. N&o foram encontradas
diferencas significativas na tentativa 1(t (12) =0,8165, p= 0,4301), tentativa 2 (t (12) =1,377,
p= 0,1935), tentativa 3 (t (12) =1,618, p=0,1316) ou tentativa 4 (t (12) =1,127, p=0,2819) do
sexto dia de teste (fig. 20A). No dia 7 ndo foram encontradas diferengas entre os grupos (t
(9,550) =0,5655, p= 0,5848) (fig. 20A).
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Para confirmar o aprendizado do novo local do buraco de escape utilizamos as
estratégias utilizadas e a porcentagem do tempo gasto no quadrante alvo anterior. N&o houve
diferencas estatisticamente significante na utilizacdo das estratégias: randémica (p= 0,6667)
(fig 20C), espacial (p=>0,9999) (fig 20D) e serial (p= 0,3333) (fig 20F). Assim como no teste
de memoria é possivel observar um crescimento no uso da estratégia espacial no segundo dia
do teste pela figura20 F e G.
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Figura 20 Nao houve diferenca entre os grupos nas estratégias utilizadas para encontrar o buraco. 6-OHDA passou
menor porcentagem de tempo no quadrante alvo anterior no primeiro dia do aprendizado reverso (A) Porcentagem
do tempo gasto no quadrante alvo anterior a cada tentativa do dia 6. (B) Porcentagem do tempo gasto no
quadrante alvo anterior. (C) Utilizag8o da estratégia espacial. (D) Utilizacdo da estratégia serial. (E) Utilizacéo
da estratégia randémica. (F-G) Estratégias utilizadas para encontrar o escape dia a dia. Dados expressos em média
* erro padrdo da média (EPM). Preto: Grupo controle (N = 6). Vermelho: Grupo 6-OHDA (N = 10). Comparac6es
estatisticas entre os grupos foram realizadas utilizando o Teste t de student.
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5.0 DISCUSSAO
O presente trabalho teve como objetivo avaliar sintomas de ansiedade, memoria e
flexibilidade cognitiva no modelo da DP utilizando a infuséo bilateral de 6-OHDA no estriado

dorsolateral.

Nossos resultados indicam que nosso protocolo de infuséo de 6-OHDA néo produziu
sintomas motores. Isso foi evidenciado tanto pelo teste da impresséo das patas quanto no campo
aberto. Também nédo foram observados comportamentos do tipo ansioso. Entretanto, houve
alteracdo na memoria espacial, com o grupo 6-OHDA apresentando menor tempo no quadrante
alvo durante o segundo minuto durante o teste de evocacdo. J& na avaliacdo da flexibilidade
cognitiva, o grupo 6-OHDA demorou mais tempo para realizar o aprendizado do novo local.
Constatou-se que o aprendizado da tarefa e da localizacdo do buraco de escape foi realizado por
ambos 0s grupos tanto no teste da memoria como no aprendizado reverso, porém com

necessidade maior de tentativas e menor persisténcia da memoria para o grupo 6-OHDA.

A seguir discutiremos esses resultados de acordo com a literatura atual. Focaremos nos
resultados observados nos testes de ansiedade, meméria e aprendizado reverso de acordo com
0 modelo utilizado neste trabalho (infusdo bilateral no estriado), fornecendo uma perspectiva
sobre as variacdes de modelos que utilizam a 6-OHDA para a inducdo dos sintomas. Sera
discutido a forma como esses resultados colaboram para 0 modelo animal utilizado para o

estudo da DP e para o entendimento da doenca de uma forma geral.

5.1 SINTOMAS MOTORES COM A INJECAO DE 6-OHDA NO ESTRIADO
DORSOLATERAL

A SN tem papel principal de modular o estriado a partir dos aferentes dopaminérgicos
para a regido. Na via motora indireta, a degeneracdo na SN causa um aumento na inibi¢do do
GPe que diminui a sua acdo inibitoria sobre os ndcleos subtalamicos e este aumenta atividade
excitatoria no globo palido interno e na substancia negra. J& na via direta, a degeneracdo da SN
causa uma diminuicéo de inibicdo do GPi, 0 que aumenta a inibicdo dessas areas no talamo
fazendo com que diminua a atividade excitatéria para o cortex (MATHEUS et al., 2016;
POEWE et al., 2017). Essas alteracfes nos ndcleos da base sdo os principais causadores dos
sintomas motores classicos da DP. Sendo assim, inicialmente, nosso foco inicial foi de testar se

a lesdo causada pela 6-OHDA seria capaz de produzir prejuizos motores em nosso modelo.
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Estudos confirmam que o surgimento ou ndo dos sintomas motores apresenta associacdo
direta com a concentracdo total de 6-OHDA utilizada para gerar o modelo. Por exemplo,
diferencas significativas no tempo de queda no teste rotarod e na distancia percorrida no teste
do campo aberto foram observadas quando uma concentracdo total maior de 20 pug de 6-OHDA
foi usada no estudo de MATHEUS et al., (2016). Porém os mesmos sintomas nao foram
confirmados quando a massa total utilizada na infuséo foi de 10 pg (MATHEUS et al., 2016).
Neste trabalho, além do teste do campo aberto, para avaliar a locomocao esponténea, os autores
avaliaram alteracdes de equilibrio e coordenacdo usando teste do Rotarod e em ambos nao
detectaram sintomas motores graves nos animais. Além da massa total, o local da injecdo
também apresenta importancia para o surgimento dos sintomas motores. Apos a injecdo de 2
ug no feixe prosencefalico medial ja foram identificados sintomas motores com a diminui¢éo
progressiva do comprimento e largura da passada a partir do 4° dia (HSIEH et al., 2011). Os
resultados observados no presente estudo indicam que a infusdo de 10pg de 6-OHDA no
estriado dorsolateral ndo é suficiente para apresentar sintomas motores graves apés 3 e 4
semanas da cirurgia. No teste de impressdo de patas ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo controle e 6-OHDA na largura e comprimento da passada. No teste
do campo aberto da terceira semana ha uma sutil diferenca entre os grupos 6-OHDA e controle
ndo sendo estatisticamente significativa. JA na quarta semana ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na velocidade media, distncia percorrida ou tempo em
movimento dos animais lesionados e controle. 1sso pode indicar que entre a terceira e a quarta
h& uma janela com maior incidéncia de sintomas motores. Ap0s esse periodo, parece ocorrer
uma estabilizacdo dos efeitos da lesdo por meio de mecanismos compensatérios. Entretanto,
ainda é pouco compreendido como isso ocorreria, merecendo ser mais investigado em estudos

futuros.

5.2 SINTOMA ANSIOSO E DOENCA DE PARKINSON

A ansiedade em humanos pode ser considerada uma reagéo inadequada a um estimulo
que ndo representa perigo ou uma reacdo exagerada a um estimulo que apresenta essa
representacdo(CAREY et al., 2021). Nos animais essa analise pode ser realizada por meio da
esquiva inibitdria, comportamento no qual se evita a exposic¢do a locais ansiogénicos e a fuga
de situacOes estressoras (GRAEFF; FERREIRA NETTO; ZANGROSSI JR, 1998).
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Nesse estudo foi avaliado a tendéncia dos animais de evitarem a regido mais exposta e
iluminada (aversiva) da arena durante o teste do campo aberto. N&o foi observado diferenca
entre 0S grupos nesse parametro, o que sugere que 0s animais que receberam a 6-OHDA néo
apresentaram um comportamento mais ansioso. Esses resultados corroboram com os achados
de GALVEZ-MARQUEZ et al., (2022), que usaram do mesmo modelo de DP do presente
estudo (mesma espécie, concentracdo de 6-OHDA e coordenadas de infusdo). Duas semanas
apos a infusdo eles também ndo observaram diferenca no tempo despendido no centro da arena
no teste do campo aberto entre 0s grupos experimental e controle. De forma semelhante, ndo
foram detectados comportamentos do tipo ansioso em estudos nos quais os ratos com leséo
bilateral no estriado dorsal foram avaliados no teste de cruz elevada (BRANCHI et al., 2008;
MATHEUS et al., 2016). No entanto, é interessante observar que em estudos com modelos
gerados pela infusdo bilateral de 6-OHDA no estriado de camundongos foi observado
comportamento ansioso no grupo com a leséo, caracterizado tanto por menor tempo e distancia
percorrida no centro do campo aberto, como por menor tempo despendido no brago aberto do
teste em cruz elevado (BONITO-OLIVA et al., 2014; BONITO-OLIVA; MASINI; FISONE,
2014). Além disso, trabalhos que induziram a lesdo em ratos atraves da infusdo bilateral de 6-
OHDA no estriado em diferentes coordenadas das usadas no presente estudo e com diferentes
concentragdes, e/ou usaram de diferentes parametros, identificaram comportamento do tipo
ansioso nos animais (HUI et al., 2015; LI1U et al., 2019; SUN et al., 2015, 2018; VIEIRA et al.,
2019; XIE; PRASAD, 2020), enfatizando a importancia de se considerar o método de geracao

do modelo como possiveis fontes de variabilidade.

Sintomas tipo ansiosos também ja foram confirmados com o mesmo modelo de infusdo
bilateral no estriado com ratos Wistar (CHEN et al., 2014; SILVA et al., 2016; TADAIESKY
et al., 2008) ou com variacdo na linhagem utilizando Sprague dawley (HSIEH et al., 2011).
Porém a analise de sintomas ansiosos ndo se mostra muito comum com infusdo no estriado,
apresentando maior investigacdo na infusdo no feixe prosencefalico medial. Sun et al., 2015
demonstraram que a atividade dos receptores de 5-HT1a no nucleo central da amigdala tem
relagdo com comportamentos do tipo ansioso. Eles observaram que a acdo de agonista do
receptor 5-HT1a em animais lesionados no feixe prosencefalico medial com 6-OHDA melhora
0 comportamento do tipo ansioso e a alteracdo na atividade da amigdala resulta em aumento
dos os niveis de dopamina no cortex pré-frontal, amigdala e hipocampo ventral. O mesmo grupo

demonstrou também que atividade do receptor 5-HT6 no nucleo basolateral da amigdala
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apresenta agdo ansiolitica em animais lesionados, associados também com aumento de
dopamina e diminuigdo da noradrenalina no cortex pré-frontal, amigdala e hipocampo ventral,
sem alteracdo nos niveis de 5-HT nessas mesmas areas, indicando que o subtipo 5-HTe age de

forma a mediar outros neurotransmissores nessas areas para acao ansiolitica (SUN et al., 2018).

O presente trabalho corrobora os achados de estudo anterior utilizando 0s mesmos
parametros para produzir a lesdo bilateral parcial da via nigro-estriatal (MATHEUS et al.,
2016).Podemos concluir que a infusdo de 10ug de 6-OHDA néo foi suficiente para geracao de
comportamento do tipo ansioso em ratos Wistar. Porém, a presenca ou auséncia de
comportamento do tipo ansioso ainda ndo apresenta consenso na literatura e precisa ser mais

investigado.

5.3 MEMORIA E APRENDIZADO NA DOENCA DE PARKINSON

As alteracBes cognitivas estdo entre 0s possiveis sintomas ndo motores que podem
ocorrer no inicio da DP. As deficiéncias nas funcbes executivas e visuoespaciais sdo as mais
tipicas e podem ser acompanhadas por deficiéncias de memoria (AARSLAND et al., 2021).
Dentro do contexto da Doenga de Parkinson, DUES et al. (2023) demonstraram que a presenca
de alfa sinucleina na regido CALl e 2/3 esta relacionada a prejuizos de memoria dos animais

submetidos a teste de labirinto de Barnes.

No presente trabalho utilizamos a mesma tarefa para avaliar a memdria espacial e
aprendizado ap6s a inducdo do modelo. Ambos os grupos aprenderam a tarefa e a localizacao
do buraco de escape nos quatro dias de treinamento. No dia do teste de evocacdo, em que 0
buraco de escape é retirado, os animais com infusdo de 6-OHDA passaram menos tempo no
guadrante alvo no segundo minuto, podendo indicar uma baixa persisténcia da memoria
espacial neste grupo. Resultados semelhantes foram encontrados por BUSTELLLI et al. (2024)
que realizaram a lesdo no estriado bilateralmente com concentracéo total proxima da utilizada
neste trabalho e com a mesma espécie de animais. Apesar de ndo encontrarem diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos no processo de aprendizado do labirinto de
Barnes, houve diferenca utilizando o Labirinto Aquatico de Morris. Na avalia¢do dos dias de
treinamento foram encontradas maior dificuldade no aprendizado da regra inicialmente com a

demora da diminuicdo da laténcia para encontrar o buraco do escape no Labirinto de Barnes ou
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a plataforma no Labirinto Aquético de Morris (BUSTELLI et al., 2024; OLIVEIRA et al.,
2020). Além disso, em trabalhos com apresentacdo Unica a contingéncia, ou seja, que ndo
utilizaram sessfes consecutivas de aquisicdo para avaliacdo da memdria, o grupo com infuséo
de 6-OHDA bilateral no estriado também apresentou déficits na memdria espacial. Neste caso,
as tarefas de reconhecimento de nova localizagcdo de objetos ou de reconhecimento de novo
objeto foram utilizadas (BONITO-OLIVA; MASINI; FISONE, 2014; BUSTELLI et al., 2024,
HERRERA et al., 2020).

Para além da memoria espacial, € possivel investigar outros sintomas cognitivos
discriminando por local de infusdo ou a classificacdo da memoria avaliada. MARSHALL,;
KING; KORTAGERE (2019) encontrou alteracdes de memoria episddica (ndo espacial) e
espacial em testes de exposi¢do Unica apés a infusdo no feixe prosencefalico medial utilizando
reconhecimento de nova localizacao e reconhecimento de novos objetos. Quando realizamos a
diferenciacdo da memdria podemos confirmar que a degradacdo dopaminérgica induzida pela
lesdo com 6-OHDA altera a memdria de trabalho, memoria de curto e longo prazo (BONITO-
OLIVA; MASINI; FISONE, 2014; HERRERA et al., 2020; MATHEUS et al., 2016).
BETANCOURT et al. (2017) encontram déficit na memaria de trabalho espacial por meio da
avaliacdo do erro secundéario no labirinto de Barnes. Os erros secundarios sdo contabilizados
guando o animal investiga um buraco mais de uma vez durante a tentativa. Essa diferenca entre
0s grupos ndo foi encontrada nos resultados dos nossos testes sem diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo lesionado e controle. E importante pontuar a diferenca de protocolo
utilizado no labirinto de Barnes. BETANCOURT et al. (2017) ndo realizou 0 mesmo para a
investigacdo da memdria como foi realizado para esse trabalho. Portanto, a comparacgéo de
dados precisa ser feita de forma cautelosa.

A funcgéo do hipocampo para a memdria de curto e longo prazo ja é reconhecida pela
literatura (IZQUIERDO et al., 1999). Além disso, a disfuncdo de neurotransmissores como
dopamina, e 5-HT na regido do hipocampo afeta processos relacionados a consolidacdo da
memoria (BIANCHIN et al., 1999; GALVEZ-MARQUEZ et al., 2022).

WEN et al. (2015) mostraram que ap06s a infusdo de 6-OHDA na regido CA3 do
hipocampo houve déficit na expressdo do medo condicionado porém ndo no aprendizado.
Apresentando resultados semelhantes em relagdo a memoria aos achados de WEN et al. (2015),

porém, agora na memoria espacial. Com diferenca estatisticamente significante na permanéncia
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no quadrante alvo no segundo minuto no teste de evocagdo do barnes podemos indicar a
importancia do sistema dopaminérgico na regido hipocampal para a expressdo da memoria
como expresso no menor tempo gasto pelo grupo 6-OHDA no segundo minuto do teste de
evocacdo. O locus coeruleus € um importante eferente dopaminérgico para o hipocampo, ja
sendo confirmado que a disfuncdo dessa rede causa dificuldades na memoria espacial e
contextual (GALVEZ-MARQUEZ et al., 2022). BONITO-OLIVA; MASINI; FISONE 2014)
confirmaram a diminuicdo na dopamina nesta regido apos a infusédo de 6-OHDA no estriado.
Além da diminuicdo na dopamina, outros neurotransmissores também podem sofrer alteracdo
no modelo de infusdo estriatal. Sem a injecdo de desipramina, protetor noradrenérgico, como
foi realizado em nossa pesquisa, 0 grupo descobriu uma importante perda na noradrenalina na
regido hipocampal também. Portanto, podemos concluir que a infusdo de 6-OHDA no estriado
altera o sistema dopaminérgico para aléem dos nucleos da base, com deterioracdo dessas
catecolaminas como noradrenalina também no hipocampo. A baixa dessas catecolaminas pode

estar associada com o déficit na memaéria encontrado no modelo 6-OHDA.

No presente trabalho, observamos diferenca significativa entre os grupos 6-OHDA e
seu respectivo controle no segundo minuto do teste de evocacgdo. O grupo controle apresentou
uma maior permanéncia no quadrante alvo em comparacgéo ao grupo 6-OHDA. Essa diferenca
pode ser um indicativo de uma persisténcia menor da memaoria nos animais 6-OHDA. Os
resultados indicam que os animais mantém a capacidade de evocar a memdria inicialmente
diminuindo a permanéncia no segundo minuto, o que pode indicar uma diminui¢cdo na
persisténcia da memoria. Pode-se argumentar que quanto menor a persisténcia da memoria,
mais rapida a extincdo da mesma. DUDAI, (2002) define a persisténcia da memdria como a
capacidade de reativar ou reestruturar a memdria através da reconsolidacdo além da sua
conexd@o com a potenciagdo de longa duracdo no cértex e no hipocampo. De fato, BONITO-
OLIVA; MASINI; FISONE, (2014) confirma que, ap0s estimulacdo de alta frequéncia, a
potenciacdo de longa duracéo (LTP) é menor no grupo 6-OHDA em relagdo ao grupo controle
no giro dentado porém ndo no CAL. Essa diferengca na atividade pode explicar a baixa
persisténcia da memdria nos animais lesionados. Nossos resultados na avaliacdo da
flexibilidade cognitiva demonstram que 0s animais controle permaneceram maior tempo no
quadrante onde o buraco de escape estava anteriormente, o que corrobora com a hipdtese da

baixa persisténcia da memoria.
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Em suma, podemos indicar que houve sucesso na reprodugdo dos modelos de infusao
bilateral com os achados corroborados pela literatura. Esses resultados podem estar
relacionados a acao da 6-OHDA em areas para além dos nucleos da base, como locus ceruleus
e hipocampo. Regides com importante funcdo no sistema dopaminérgico e, para a memaria no
caso do hipocampo. A diferenca estatistica apenas no segundo minuto pode indicar uma baixa

persisténcia da memaria nos animais apos a infusdo da toxina.

5.4 FLEXIBILIDADE COGNITIVA NA DOENCA DE PARKINSON

As funcgdes executivas sdo geralmente atribuidas ao loop fronto estriatal e se mostram
com importante fungdo de direcionamento de comportamento a um objetivo. Para isso muitas
funcBes sdo necessarias, entre elas o direcionamento de atencdo sustentada a um estimulo,
inibicdo de comportamento e flexibilidade, planejamento, autorregulacédo e automonitoramento.
O comprometimento de algumas dessas fungdes podem ocorrer na DP devido a baixa regulagdo
dopaminérgica no estriado e sua ligacdo com o loop cortico estriatal (O’CALLAGHAN;
LEWIS, 2017).

Para avaliar as funcGes executivas foi realizada uma etapa a mais no Labirinto de Barnes
no qual o buraco de escape foi transferido para a uma nova posic¢do a 180° da inicial. A funcéo
avaliada foi de aprendizado reverso, o qual requer que o animal aprenda uma nova posi¢do do
buraco do escape e para isso realize a extin¢do da localizagcdo do buraco de escape anterior para
0 aprendizado da nova. Ambos 0s grupos aprenderam a localizagdo do novo buraco de escape,
porém, o grupo lesionado com 6-OHDA apresentou maior dificuldade no novo aprendizado.
Esses dados concordam com a literatura, a qual define que o déficit da flexibilidade cognitiva
ndo impede o conhecimento da nova regra, mas resulta em diferencas mais sutis no desempenho
dos animais, como a demora para o0 aprendizado ao longo das tentativas. Essa dificuldade de
aprendizado é perceptivel no aprendizado de novas regras de reforco no comportamento
operante e no em tarefas com memdria espacial como labirinto de barnes e labirinto aquético
de morris (BETANCOURT et al., 2017; GROSPE; BAKER; RAGOZZINO, 2018; HERRERA
et al., 2020; MARSHALL; KING; KORTAGERE, 2019; WANG et al., 2020; ZHUO et al.,
2022). Trabalhos que avaliam o platd de aprendizado para a nova regra na tarefa encontrou no
méaximo uma melhora de 50%, sendo que o grupo controle chegou a 75% (WANG et al., 2020;
ZHUO et al., 2022).

O labirinto de barnes ndo é o unico teste utilizado para a avaliacdo do aprendizado

reverso. Tarefas de comportamento operante, tais como o tempo de reacdo em série de cinco
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escolhas, sdo comumente escolhidos por avaliar ndo apenas a flexibilidade cognitiva, mas
outras funcbes, como atencdo (MARSHALL,; KING; KORTAGERE, 2019; WANG et al.,
2020; ZHUO et al., 2022). Essa tarefa consiste em realizar um treinamento com os animais para
responder a um estimulo luminoso quando este ocorrer. Em uma camara operante, existem 5
ou 3 aberturas direcionada ao rato inserir o focinho para ganhar recompensa. Nessa tarefa ha
apenas uma resposta certa, e apenas quando o animal aponta para a abertura correta ele recebe
uma recompensa alimentar. Apds a habituacao na camara operante, o animal é treinado a inserir
o focinho na abertura alvo apenas quando ocorre o estimulo luminoso. Quando ha omissao, o
animal ndo aponta para nenhuma abertura ele recebe uma punicéo com as luzes sendo apagadas
por 2s. O aprendizado reverso nessa tarefa ocorre quando ha mudanca da regra apds
aprendizado anterior, com a abertura correta mudando (WANG et al., 2020). ZHUO et al.
(2022) utilizaram o tempo de reacdo poréem com série de 3 escolhas a fim de confirmar que o
aprendizado da tarefa inicialmente ndo estd interferindo nos resultados de flexibilidade apds a
infusdo de 6-OHDA para a geracdo do modelo da DP. No aprendizado reverso no
comportamento operante, labirinto aquatico de morris ou no labirinto de barnes, utilizado no

presente trabalho, a flexibilidade é medida com o aprendizado da nova regra.

Além da flexibilidade cognitiva, outras fungdes executivas foram avaliadas pela
literatura como a memoria de trabalho utilizando a mesa em Y(BONITO-OLIVA; MASINI;
FISONE, 2014) e quantificando os erros secundarios no labirinto de Barnes (BETANCOURT
et al., 2017). Outras funcdes tipicamente frontais como a interacdo social, também se mostram
desreguladas no modelo utilizado (SCHWEISER, 2024). Ndo foram constatadas diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos 6-OHDA e controle nos erros secundarios

indicando que a memoria de trabalho permanece preservada nesses animais.

A flexibilidade cognitiva é uma das fungGes executivas relacionadas com a atividade
principalmente do cortex pré frontal. O loop cortico estriatal tem papel fundamental no pleno
funcionamento dessas fungdes. A comunica¢do ocorre principalmente por neurdnios
dopaminérgicos da regido do estriado em comunicacdo mutua com o cortex pré-frontal
(O’CALLAGHAN; LEWIS, 2017). A infusdo de 6-OHDA no estriado tem como efeito na
diminuicdo de serotonina e noradrenalina na regido (MATHEUS et al., 2016; TADAIESKY et
al., 2008). Essa diminuigdo de dopamina, serotonina e noradrenalina na regido, pode explicar

as alteracdes no aprendizado reverso comportamentais encontradas no presente trabalho.
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Como discutido acima na fase da avaliacdo da memoria do labirinto de barnes com
indicativo de baixa persisténcia da memdria com menor permanéncia do grupo 6-OHDA no
quadrante alvo no segundo minuto do teste de evocacéo. Dado corroborado com a porcentagem
do tempo gasto nesse quadrante no primeiro dia do aprendizado reverso. Podemos considerar a
memoria como um fator relevante para esses resultados para além do déficit na funcédo
executiva. Apesar desse apontamento, os resultados alcan¢ados na avaliagdo do aprendizado
reverso estdo de acordo com a literatura com a infuséo de 6-OHDA no estriado bilateralmente,

sendo suficiente para causar déficit no aprendizado reverso.
6.0 CONCLUSAO

Concluimos com esse estudo que a infusdo bilateral de 6-OHDA (10ug / 3pL) no
estriado dorsolateral ¢ suficiente para a geracdo do modelo ndo motor da Doenca de Parkinson
em ratos Wistar. Ndo detectamos sintomas motores graves em nenhum dos testes analisados
pela velocidade média de distancia percorrida e pela largura e comprimento da passada. O
comportamento do tipo ansioso também ndo foi detectado no modelo utilizado no teste do

campo aberto.

Quanto a memoria espacial, houve déficit na sua persisténcia pelo grupo 6-OHDA,
porém, sem dificuldade no processo de aprendizado avaliado durante a aquisicdo da tarefa no
labirinto de Barnes. J& a funcdo executiva para aprendizado de uma nova regra, apresentou
diferenca discreta. Apesar de o grupo ser capaz de aprender a nova regra, foi necessario mais
tentativas. A porcentagem do tempo despendido no quadrante onde se encontrava o buraco de
escape anteriormente durante os dias com a nova localizacdo, foi maior entre o grupo controle,

indicando um déficit da persisténcia da memoria por parte do grupo 6-OHDA.
7.0 PROXIMOS PASSOS

Para melhor levantamento das consequéncias da infusdo bilateral no estriado é
necessarias mais analises. O primeiro passo sera a continuacéo dos testes para comportamento
do tipo ansioso com a tarefa do labirinto em T. A utilizacdo de outros testes para avaliagdo da
memoria como reconhecimento de objetos sera importante para melhor investigacdo e
replicacéo dos dados. Outros testes como teste de reacao de 3 escolhas para aprofundar os dados
no aprendizado reverso aqui encontrados. A aplicacdo do rotarod como teste motor serad
realizada em nova coorte de animais. Além da realizacdo do modelo em fémeas para avaliacdo

da importéncia dos horménios para os sintomas como ja levantado por Betancourt et al. (2016).
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8.0 LIMITACOES

Entre as limitacGes esté a auséncia da histologia, processo gque ja estd em andamento e
sera um passo importante para a confirmacgdo ndo apenas da lesdo mas para avaliar a presenca
ou auséncia de outros neurotransmissores em regiGes importantes como cortex pré-frontal. A
utilizacdo de apenas animais machos no trabalho também se mostra como uma limitacdo que
sera sanada nos proXimos meses por meio de novos projetos que estdo em andamento no

laboratorio.
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