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RESUMO

NUNES, W.G. O EFEITO DA LACTACISTINA COMO MODELO ANIMAL DA
DOENGCA DE PARKINSON, AVALIANDO O COMPORTAMENTO MOTOR E NAO
MOTOR DOS ANIMAIS Campo Grande- MS; 2019. [Dissertacdo — Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul].

A Doenca de Parkinson € uma doenca com comprometimento principal da funcéo
motora extrapiramidal, caracterizado por uma grave perda de neurdnios
dopaminérgicos e a presenca de aglomerados proteicos. Com a descoberta do
Sistema Ubiquitina Proteassoma em lesdes no tecido nervoso dos nucleos da base,
supde que sua falha favorece a agregacao proteica e morte neuronal. Neste estudo
comparamos modelos animais experimentais, utilizando para tal, 6-OHDA e
Lactacistina, farmaco esse que atua na inibicdo do sistema ubiquitina proteassoma,
gue nesse estudo sera por lesao unilateral na substancia nigra parte compacta através
do feixe prosencefalico medial. Foram utilizados 30 Mus musculus machos 30-
40gramas, submetidos a cirurgia estereotaxica para infusdo de 5ug de lactacistina e
3ug de 6-OHDA, e posteriormente submetidos a avaliagdo motora e ndo motora nos
testes de: campo aberto, suspensao pela cauda, comportamento rotatorio e avaliacdo
da marcha. Na anadlise estatistica dos dados foi considerado um nivel de significancia
de 5%. Os resultados mostram que animais lesionados por lactacistina néo
apresentaram alteragbes motoras e ndo motoras significativas comparadas aos
animais lesionados por 6-OHDA e ao grupo controle, observados nos testes de campo
aberto e avaliacdo da marcha onde a presenca de marcha festinante foi caracteristica
dos animais do grupo lactacistina, os animais lesionados por lactacistina
apresentaram alterac6es emocionais, fato observado no teste de suspenséo pela
cauda, o comportamento rotatorio tanto ispsilateral como contralateral, o grupo
lactacistina apresentou maiores rotacbes comparadas ao grupo controle,
corroborando com resultados obtidos pelos animais do grupo 6-OHDA, contudo um
melhor resultado foi obtido nos momentos finais do experimento de comportamento
rotatorio, sugerindo assim um melhor efeito da lactacistina a longo prazo. A
lactacistina se mostrou eficaz em demonstrar alteracbes motoras e ndo motoras
apresentando um melhor desempenho em demonstrar efeitos de sinais e sintomas da

doenca de Parkinson, do que os animais do grupo 6-OHDA.

Palavras-chave: Ubiquitina. Proteasoma. Lactacistina. 6-OHDA. Parkinson.



ABSTRACT

NUNES W.G. L LACTACISTIN EFFECT AS AN ANIMAL MODEL OF PARKINSON'S
DISEASE, EVALUATING MOTOR AND NON-MOTOR BEHAVIOR OF ANIMALS
Campo Grande- MS; 2019. [Dissertation — Federal University of Mato Grosso do Sul].
Parkinson's disease is a disease with major impairment of extrapyramidal motor
function, characterized by severe loss of dopaminergic neurons and the presence of
protein clusters. With the discovery of the Ubiquitin Proteasome System in lesions in
the base nucleus nervous tissue, it assumes that its failure favors protein aggregation
and neuronal death. In this study we compared experimental animal models using 6-
OHDA and Lactacystin, which drug inhibits the proteasome ubiquitin system, which in
this study will be by unilateral lesion in the nigra compact part through the medial
forebrain beam. Thirty male Mus musculus 30-40 grams were submitted to stereotactic
surgery for infusion of 5ug lactacistin and 3ug of 6-OHDA, and subsequently submitted
to motor and non-motor evaluation in the tests of: open field, tail suspension, rotational
behavior and gait assessment. Statistical analysis of the data considered a significance
level of 5%. The results show that lactacistin-injured animals showed no significant
motor and non-motor alterations compared to the 6-OHDA-injured animals and the
control group, observed in the open field tests and gait evaluation where the presence
of festinating gait was characteristic of the animals of the group. In the lactacistine
group, the lactacistine-injured animals presented emotional alterations, a fact observed
in the tail suspension test, the ispsilateral and contralateral rotational behavior, the
lactacistine group presented higher rotations compared to the control group,
corroborating the results obtained from the group 6 animals. OHDA, however, a better
result was obtained in the final moments of the rotational behavior experiment, thus
suggesting a better long-term effect of lactacystin. Lactacystin was effective in
demonstrating motor and nonmotor abnormalities showing better performance in
demonstrating effects of signs and symptoms of Parkinson's disease than animals in
the 6-OHDA group.

KEY WORDS: Parkinson. Lactacystin, Ubiquitin. Proteasome. 6-OHDA.
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1. INTRODUCAO

A Doenca de Parkinson (DP), é definida como uma doenca neurodegenerativa
progressiva caracterizada por tremores, reducdo de movimento, rigidez muscular,
instabilidade postural, depressao, alteragbes cognitivas, ansiedade, transtornos do
sono distdrbio olfatorios. Ocasionada pela perda progressiva de neurbnios
dopaminérgicos, relacionado a uma série de alteragcdes morfofisioldgicas localizadas
em suma nos ganglios basais, em predominancia na substancia nigra parte compacta
(SNc) e formacédo caracteristica de corpos de Lewy (SPILLANTINI, M.G. et al. 1998;
DAUER, W.; PRIYADARSHI, S. et al. 2001; MC'NAUGHT, K.S.P et al., 2004; EKMAN,
L.L., 2011; ANTONY, P.M.A. et al., 2013; SCHAPIRA, A. H. V.; CHAUDHURI, K. R;;
JENNER, P. 2017).

Ela é a segunda doenca neurodegenerativa progressiva mais comum na
humanidade, atingindo aproximadamente 0,3% de toda a populacdo e 1-2% em
adultos maiores de 60 anos, sendo a maioria dos casos esporadicos, sua prevaléncia
no sexo masculino 2% frente ao feminino 1,3% para desenvolvimento da DP. Estudos
sobre a incidéncia mundial da DP é de 15 a 19 casos por 100 mil habitantes/ano sendo
gue na maioria demonstra o pico de incidéncia mantém entre 70 a 79 anos de idade,
estimativas de um aumento da incidéncia com o avancar da idade, e com uma
projecdo de 8,7 a 9,3 milhdes de individuos em 2030 diagnosticados com a DP
(SELKOE, 2004; DE LAU, L.M.; BRETELER, M.M, 2006; FLEURY.V., et al. 2018).

O agente etioldgico continua até o momento desconhecido, porém a maioria
dos casos tem como hipétese a combinacdo de agentes genéticos ou por mutacdes
genéticas familiares, ambientais e comportamentais (XIAO, Q.; YANG, S.; LE, W.,
2015). Ainda como a exposicao a agentes quimicos (herbicidas, pesticidas, adubos),
por ingestao de agua ou alimentos contaminados por esses agentes quimicos ou por
micro-organismos Actinomicetos (Streptomyces) esse encontrado em todo o globo
terrestre, presente no solo e ambientes aquaticos, contaminando raizes de vegetais e
tubérculos, que como sintese de seu metabolismo produzem lactacistina e
epoxomicina que podem levar a altera¢des no sistema ubiquitina proteassoma (UPS),
estima-se que uma das principais razdes para essa perda neuronal seja uma falha no
sistema ubiquitina proteassoma na degradacao proteica, podendo essa falha ser
induzida por agentes externos como por exemplo a lactacistina (LC) (ZHANG, Z et
al.., 2012; KONIECZNY, J. et al. 2014). podendo estar associado a taxas elevadas da
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Doenca de Parkinson em éareas rurais (PRIYADARSHI et al., 2001; XIAO, Q.; YANG,
S.; LE, W., 2015).

Héa ainda outros fatores correlacionados positivamente com o surgimento da
DP, esses ainda ndo séo conclusivos como: exposicdo ao manganés e chumbo,
hipertenséo arterial, ooforectomia. Em contrapartida, um menor risco esta associado
exposicdo ao tabaco, a ingestdo de chas: preto, verde e café, e reposicdo de
estrogénio apds a menopausa. Algumas evidéncias limitadas de associacao negativa,
ou seja agao preventiva, sendo: consumo de alcool, atividade fisica, uso de alimentos
antioxidantes, consumo de cafeina e com o habito de fumar s&o consideradas com
uma maior consisténcia (ELBA, Z.; MOISAN. F. ; 2008; WIRDEFELDT, K. et al., 2011).

A hipotese de surgimento da DP por fatores ambientais foi postulada quando
em 1982 usuarios de meperidina sintética desenvolveram a sindrome parkinsoniana,
e estudos posteriores confirmaram que tal substancia estava contaminada por por 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridinimo (MPTP), e que os sintomas causados foram
semelhantes a DP, visto que os efeitos toxicos dos metabdlicos do MPTP na inducao
do quadro de parkinsonismo em humanos € irreversivel e estavel devido aos danos
de neurbnios dopaminérgicos pelo MPTP (LANGSTON, J. W.; LANGSTON, E. B;
IRWIN, I. 1984; LANGSTON, J. W. et al., 1999).

Diversos estudos ja identificaram e demonstram que genes causadores da DP
familiar monogénica de heranga autossdmica recessiva ou dominante e mutacdes
estdo vinculados a DP, sendo os genes a-sinuclina (SNCA), LRRK2, GBA, PINK1,
ATP13A2 (ATPase tipo 13A2), DJ-1, parkina, PARKS5 (ubiquitina C-terminal hidrolase
L1) dentre outros (ANTONY, P.M.A. et al., 2013).

Estudos mostram que a DP estd relacionada a uma série de alteracdes
morfofisioldégicas e a morte de células secretoras de dopamina na SNc, e também a
perda de células produtoras de acetilcolina no nucleo penduculopontino; essa perda
celular € causada por inumeros fatores tais como: estresse oxidativo, disfuncéo
mitocondrial, processos inflamatérios, falha no UPS na degradacdo proteica e
apoptose celular (MARK, M., 2005; LEVY, O.A. et al., 2009; BENSAID, M. et al., 2016).

Estudos demonstram que apos a perda de aproximadamente 80% de neurénios
dopaminérgicos aparecem alteracbes motoras e ndo motoras. Com relacdo aos
sintomas da DP, podemos encontrar tanto sintomas motores: rigidez, hipocinesia,
tremor em repouso, “congelamento” durante o movimento, instabilidade; como nao

motores: fadiga, dor, depressdo, psicose, hipotensdo postural, disturbios
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gastrointestinais, alteracdo do ciclo circadiano, disturbios olfativos, alteracdes da
percepcdo visual, depressdo, ansiedade, deméncia (EKMAN, L.L., 2011; PONT-
SUNYER, C., et al.,, 2015). Efeitos ndo motores podem apresentar-se tanto
previamente aos motores como no decorrer dos anos, (LI, X. et al., 2013; PONT-
SUNYER, C. et al., 2015).

Apresentacdes clinicas variam entre os casos da DP onde 80% de causa mais
comum da sindrome parkinsoniana, esta € caracterizada por sinais classicos:
tremores, bradicinesia, rigidez e instabilidade postural, os sintomas geralmente iniciam
de modo unilateral, evoluindo para a bilateralidade (WEINTRAUB, D.; COMELLA,
C.L.; HORN, S. 2008).

Segundo Weintraub et al., (2008), o sintoma mais comum €é 0 tremor em
repouso, esse mais frequentemente apresentado por pacientes jovens e a
bradicinesia em pacientes idosos. O tremor apresenta-se mais visivel, todavia a
bradicinesia ou acinesia é o sintoma mais debilitante da doenca e um dos ultimos
sintomas apresentaveis, assim como alteragbes na marcha, jA& com quadro mais
avancado da DP é a instabilidade postural. Outras alteracdes motoras podem surgir
mais precocemente sem a percepcao prévia do proprio paciente como a diminui¢cao
na mimica da face, fala monoténica e flexdo de braco com perda do balancar (LEES,
J. HARDY, J. REVESZ, T. 2009).

Conforme também Braak et al.,, (2003) e Langston (2006), relatam que
alteracdes ndo motoras precedem as alteracées motoras da DP, tais sintomas como:
problemas cognitivos e psiquiatricos, disturbios autonémicos, alteracGes circadianas
e sensoriais, esses surgem anos ou décadas antes dos sintomas motores, ndo apenas
sintomas motores caracterizariam a DP mais sim a totalidade de sintomas motores e
nao motores, visto que essa doencga apresenta-se de modo complexo.

A deméncia ou seu risco aparentemente esta mais vinculado ao fator idade do
que ao grau ou duracao da DP, conforme Brown et al. (2001) a neurodegeneracéo
cladssica da DP esté criticamente vinculada a processos de memdéria e aprendizagem.
No entanto, segundo Dubois e Pillon (1997) relatam que deficiéncias de memoaria
ocorrem comumente nos estagios iniciais da DP.

Todos os sintomas da DP tanto classicos motores assim como problemas
cognitivos, comportamentais, deméncia, distirbios emocionais, apraxia de fala,
depresséao, dor, dentre muitos outros nao-motores impactardo na qualidade de vida

do portador, e tendo em vista que a qualidade de vida é um fator multi-dimensional:
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fisica, mental e social (OPARA et al., 2012). Foi constatado no Brasil que a duragéo e
gravidade da DP, bem como o nimero de pessoas quais moram no mesmo lar que o
doente foram os mais importantes preditores da qualidade de vida dos portadores da
DP (SCHESTATSKY, P. et al., 2006).

Para melhor compreender os danos fisiologicos que a DP acarreta, faz-se
necessario entender quais areas do sistema nervoso sdo afetadas, sendo essas
principalmente os ndcleos da base, que por sua vez incluem os nucleos: caudado,
putdmen, globo palido, nucleo subtalamico e substancia negra; o sub conjunto globo
palido e putamen (nucleo lentiforme), assim como caudado e putamen (estriado) estao
localizados no cérebro. O nucleo subtalamico se localiza inferiormente ao talamo e
lateralmente ao hipotdlamo (diencéfalo); a substancia nigra estd localizada no
mesencéfalo e possui dois subconjuntos a reticular e a compacta, essa responsavel
por proporcionar dopamina ao estriado. (KANDEL, E. R.; SCHWARTZ, J. H.; JESSEL,
T. M. 2014).

Na substancia negra, mais especificamente a parte compacta é a principal
fornecedora de dopamina (DA) para o estriado. Ja a parte reticular e por¢des internas
do globo palido séo vias de saida do sistema de nucleos da base, essas vias de saida
inibem o tdlamo motor e o nucleo pedunculopontino do mesencéfalo (KANDEL, E. R.;
SCHWARTZ, J. H.; JESSEL, T. M. 2014).

O correto funcionamento dos nucleos da base € essencial para a execucéo de
movimentos normais, todavia 0s neurdnios desse nucleo ndo possuem conexao direta
com neurdnios motores inferiores. A participacdo na influéncia é exercida de modo
indireto por meio do talamo e de areas de planejamento motor situadas no cortex
cerebral e pelo nucleo pedunculopontino (KANDEL, E. R.; SCHWARTZ, J. H,;
JESSEL, T. M., 2014).

As projecdes dos neurdnios dopaminérgicos da SNc modulam a transmissao
de informacbes por meio de um efeito duplo-dependente do receptor ativado no
estriado. Sua via direta, h4 ativacao dos receptores de dopamina D1 e D5 estes exitam
0s nucleos de saida, facilitando a fungdo motora. Ja indireta, de saida, os receptores
de dopamina ativados sdo os D2, D3 e D4 que por sua vez promovem um efeito
inibitério sendo um efeito inibidor da atividade motora (NELSON, A.B.; KREITZER,
A.C. 2014).

Na DP h& a perda de DA que é liberada pela SNc para o estriado, resultando

em efeitos distintos tanto na via direta como indireta. Na via indireta ha a facilitacéo
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das atividades neuronais, onde o estriado aumenta a inibicdo do globo palido que por
sua vez aumenta a atividade do nucleo subtalamico. E na via direta, com efeito
contrério, reduzindo a atividade, pois o estriado diminui a inibicdo dos nucleos de saida
ocasionando um aumento de sua atividade inibitéria no tdlamo e tronco encefalico,
sendo assim um facilitador para movimentos involuntarios e dificultando os
voluntarios, melhor ilustrado na Figura 1. Fato presente na DP onde a via indireta esta
hiperativa, a atividade do globo palido se torna sincronizada o que favorece oscilages
patolégicas nos nucleos da base resultando em disturbios motores (REDGRAVE, P.;
et al., 2010; GITTIS, A. H.; et al., 2014).

Areas motoras do cértex cerebral
Talamo
ventrolateral | 1 B

Globo
palido
externo

-w
Ndcleo
subtalamico
Substancia
negra compacta

Nucleos
de
saida

Nucleo
pendunculopontino

Tratos de
ativacédo
laterais

Tratos
reticuloespinhais e
vestibulares

NMIs para os
musculos posturais

Figura 1 - Representacdo dos nlcleos da base (via direta e via indireta). Setas em vermelho indicam
neurotransmissao excitatoria e setas em preto neurotransmissao inibitéria. (EKMAN, 2000).

NMIs para os
musculos de
movimentos finos

O UPS esta presente em todas as células animais e € um processo que possui
um papel importante na dinamica celular, desde a degradacao proteica, regulacdo do
ciclo celular, sintese de acido ribonucleico mensageiro (MRNA) e na resposta
inflamatoéria. Um dos passos desse sistema é chamado de ubiquitinacéo, trata-se de
um processo de marcacgao e reconhecimento de proteinas que nao sao desejaveis. O
UPS é resultante da atuacdo de dois complexos proteicos, a ubiquitina e o

proteassoma. A ubiquitina (Ub) trata-se de uma proteina de 76 aminoacidos, contendo
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7 lisinas, das quais séo capazes de ligarem-se a outras ubiquitina e formar uma cadeia
de poliubiquintia. J& o complexo proteico chamado proteassoma, é capaz de degradar
proteinas indesejadas ora marcadas pela ubiquitina em oligopeptidios (pequenas
cadeias de 7 ou 9 aminoécidos), sedo essa degradacdo proteica conhecida como
UPS, a qual esta presente todos os processos celulares. (CIECHANOVER, A., 1998,
GLICKMAN, M.H.; ADIR, N., 2004).

Nesse sistema a ubiquitinagdo atua no controle de degradacdo de proteinas,
onde a ativacdo da Ub com a enzima ativadora de Ub (E1) é transferida para uma
enzima conjugadora de Ub (E2) transferindo a Ub a enzima Ub ligase (E3) a qual liga
a Ub a proteina (que serad marcada para degradacao), onde o proteassoma reconhece
a proteina marcada pela ubiquitina, e por fim realiza a degradacao resultando em
complexos de amino&cidos menores. A ubiquitinacdo € um processo que pode ser
revertido através da acdo da enzima desubiquitinadora (DUBs), antes de que a
proteina alvo entre em contato com o proteassoma, esse processo esta ilustrado na
Figura 2 (ZHANG, Y. et al., 2001; BROEMER, M.; MEIER, P., 2009; TAURIELLO,
D.V.F.; MAURICE, M.M., 2010; ZHANG, Z. et al., 2012).

P
~ (ub] .~

() ~ (W)

Ub: Ubiquitina E3: Proteina-ligase-ubiquitina
E|: Enzima-ativador-ubiquitina DUBs: Enzima desubiquitinadora
E2: Enzima-conjugacio-ubiquitina Substrate: Proteina-aivo

Figura 2 — Representacdo do processo de funcionamento do Sistema Ubiquitina Proteassoma.
(Adaptado ZHANG, Z. et al., 2012).).

Na DP, estudos demonstram que mutacdes genéticas de genes codificadores
de enzimas do UPS, parkin e ubiquitina C-terminal hidrolase L1. E que o gene parkin
codifica a proteina parkin, e essa funciona como E3, favorecendo a ligacédo da Ub a
proteina alvo. Entende-se que a falha na codificacdo da E3 e outras enzimas do UPS

estdo associados a origem de corpos de Lewy, pois a maior parte dessas estruturas
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encontram-se proteinas ubiquitinizadas, onde o gene mutado leva a sintese de
proteinas parkin ndo funcionais, ocasionando um aumento da concentracao proteica
toxica. (KITADA, T. et al., 1998; LEROQY, E.. et al., 1998; ZHANG, Y. et al., 2001;
KLEIN, C.; WESTERNBERGUER, A., 2012; DAWSON, T.M.; DAWSON, V.L., 2014).

Em casos de parkinsonismo esporadico ha uma falha/defeito do proteassoma
26S na sua quantidade de anéis, no complexo catalitico central 20S nos neurénios
dopaminérgicos da substancia nigra parte compacta (SNpC) (VOGES, D.; ZWICKL,
P.; BAUMEISTER, W., 1999), visto que tais anéis executam uma funcao estrutural, a
diminuicdo no seu numero acarreta comprometimento na atividade do proteassoma
26S, levando a acumulagao de proteinas (a-sinucleina, tau, entre outras), tendo como
resultado formacao de corpos de Lewy (SPILLANTINI, M.G. et al., 1998; DAUER, W.;
PRZEDBORSKI, S., 2003; MC'NAUGHT, K.S.P. et al., 2003; MC'NAUGHT, K.S.P. et
al., 2004; EKMAN, L.L., 2011) e uma degeneracao dos neurénios dopaminérgicos
(RIEDER, p. et al., 2006).

Desde a descoberta do UPS como um importante degradador de proteinas
defeituosas ou desnecessarias a rotina celular, tem sido suposto que a falha desse
sistema tem-se favorecido ao acumulo e agregacdo dessas proteinas indesejadas,
entdo formando, corpos de Lewy, sendo um papel importante na patogenicidade da
DP. E seguindo esse conceito, uma falha do UPS, foi demonstrada na SN de pacientes
com doenca de Parkinson (MC'NAUGHT, K.S.P.; JENNER, P., 2001). Desempenhado
um papel importante na patogénese da doenca de Parkinson (MC'NAUGHT, K.S.P.;
JENNER, P., 2001). Estudos sugerem que defeitos na capacidade do UPS em
degradar proteinas indesejadas, sdo uma caracteristica comum em cada uma das
diferentes apresentacbes da doenca de Parkinson, familiares e esporadicas
(MC'NAUGHT, K.S.P. et al., 2003; DAWSON, T.M.; DAWSON, V.L., 2010).

Corpos de Lewy foram descritos pela primeira vez no inicio do séc. XX. Lewy
(1912) apud Holdorff, B.; Silva, A.M.R.; Dodel, R. (2013) em suas palavras descreveu
alteracdes encontradas em tecidos histologicos como “inclus@es intracelulares” jamais
vistas antes, quais eram encontradas em todos os casos de paralisia agitante que
havia examinado, diferentemente de tecidos histoldégicos de controle. A presenca de
corpos de Lewy é considerado um importante marcador histopatologico da doenca de
Parkinson (SPILLANTINI, M.G. et al., 1998).

Como definicdo corpos de Lewy s&o incursdes citoplasmaticas em vacuolos

neuronais ou agressomos; compostas por agregados proteicos anormais, com formas
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esféricas a alongadas, contendo basicamente complexos ndo degradados de: a-
sinucleina, ubiquitina, cristalina alfa-B, tau, neurofilamentos proteicos e agregados
proteicos de tau (MC'NAUGHT, K.S.P. et al., 2003; DAWSON, T.M.; DAWSON, V.L.,
2010; VERNON, A.C.; JOHANSSON, S.M.; MODO, M.M., 2010).

Para melhor contribuicdo ao conhecimento da associacdo do UPS com a leséo
de neurbnios dopaminérgicos, diversos farmacos tém sidos administrados em
modelos animais por vias diversas, tanto com distribuicdo local quanto sistematica
(FORNAL, F. et al., 2003; MC'NAUGHT, K.S.P. et al., 2004; ZENG, B.Y. et al., 2006;
XIE, W. et al., 2010). Diversos estudos demonstraram que a LC € um seletor e inibidor
do UPS de modo irreversivel levando a um a perda de neurénios dopaminérgicos na
SN causando a uma menor concentragcdo de dopamina nas proje¢cdes no estriado
(MC'NAUGHT, K.S.P. et al., 2004; VERNON, A.C.; JOHANSSON, S.M.; MODO, M.M.,
2010; LORENC-KOCI et al., 2011; MACKEY, S. et al.,2013).

Entretanto até o momento ndo houve relato de um modelo como padréo ouro
qual reflete as principais caracteristicas da DP, e o ideal para o conhecimento e
compreensao dessa doenca. Sendo assim necessario mais estudos e pesquisas
académicas sobre o caso qual possua uma grande semelhanca com 0S passos
patoldgicos clinicos da DP (JENNER, P., 2008; MEREDITH, G.E.; SONSALLA, P.K,;
CHESSELET, M.F., 2008; TERZIOGLU, M.; GALTER, D., 2008 CALDWELL, K.A. et
al., 2009; OLANOW, C.W.; KORDOWER, J.H 2009).

Desenvolver um modelo animal qual relacionasse com uma maior semelhanca
a caracteristicas clinicas patoldgicas da doenca de Parkinson € de extrema
importancia para 0 avanco no conhecimento e pesquisa tanto quanto para o
tratamento e prevencdo (EMBORG, 2004; OLANOW, C.W.; KORDOWER, J.H 2009).

Desde entdo foram elaborados modelos animais por meio de diversas
substancias, dentre elas algumas como: 6-OHDA, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTP), rotenona, lipopolisacarideos (LPS), haloperidol,
seserpina, paraquat, maneb ferro, expressao de a-sinucleina, dentre outros a fim de
gue se possa estudar os mecanismos da DP, entretanto até 0 momento ndo houve
relato de um modelo qual possua uma grande semelhanca com o0s passos patolégicos
clinicos da DP, sendo ideal para o conhecimento e compreensao dessa doenca,
sendo assim necessario mais estudos e pesquisas académicas sobre o0 caso
(MEREDITH et. al., 2008; TERZIOGLU, GALTER, 2008; CALDWELL et al., 2009;
OLANOW, C.W.; KORDOWER, J.H 2009).
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A Universidade Federal de Mato Grosso do Sul € uma das maiores instituicées
de ensino e pesquisa do estado, com ampla infraestrutura para pesquisa, como
biotério, biblioteca e laboratorios para a realizagcdo do projeto de estudo; sendo que o
laboratorio de Neurofisiologia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul -
UFMS, sob responsabilidade do Prof. Dr. Albert S. Souza esta bem estabelecido como
centro de pesquisa de diversas patologias neurofisiolégicas em modelo animal.

Estabelecendo o estado de Mato Grosso do Sul como um centro emergente
para 0 estudo a respeito dos mecanismos envolvidos dessa doenca
neurodegenerativa, atraindo para a regido sul-mato-grossense mais pesquisadores,
levando assim ao fortalecimento da pesquisa e a possibilidade de consolidar novos
grupos de pesquisa com outros centros de estudo tanto regionais, nacionais e
internacionais.

Decorrente disso o objetivo desse trabalho é observar o efeito da LC como
inibidor irreversivel do UPS, em comparacao com modelo previamente utilizado com
6-hidroxidopamina (6-OHDA). Viabilizando um modelo animal qual relaciona com uma
maior semelhanca as caracteristicas clinicas patoldégicas da DP, sendo esse de
extrema importancia para o avango no conhecimento e pesquisa, tanto para o

tratamento como prevencao.
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2. OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral.

Observar o efeito da falha do sistema ubiquitina proteassoma induzido pela
lactacistina no modelo animal da doenga de Parkinson

2.2 Objetivos especificos.

2.2.1. Avaliar o efeito das lesdes neurolégicas na SN decorrente da
administracdo de 5ug de lactacistina e 3ug de 6-OHDA, no comportamento motor e

nao motor dos animais;

2.2.2 Verificar a eficacia da lesdo neurologica por lactacistina em relacdo ao
modelo animal de lesdo por 6-OHDA da doenga de Parkinson.
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3. METODOLOGIA

3.1 Animais

A utilizagc&o de animais bem como todos os procedimentos realizados para esse
estudo foi autorizada pela Comissédo de Etica no Uso de Animais — CEUA, da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul — UFMS, conforme disponivel no
Apéndice I.

Nesse estudo foram utilizados camundongos Mus musculus, machos adultos
entre 50-60 dias de vida pesando entre 20-30g, oriundos do biotério da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul. Os animais foram mantidos no biotério em ambiente
controlado, com ciclo de luminosidade de 12h, temperatura ambiente (23°C +1°C),
humidade 30-70%.

Cada animal nesse estudo possui um prontuario onde foram inseridos dados

relativos a testes, procedimentos e/ou anotagfes especificas em particular.

3.2 Drogas

Inibidor do sistema ubiquitina proteassoma: Lactacistina > 95% HPLC (Sigma-
Aldrich / L6785) (5ug/uL) diluida em solugdo tampéo fosfato (PBS). Composto
neurotoxico organico sintético: 6-OHDA (Sigma-Aldrich / H4381), 3ug/uL diluida em
solucéo de acido ascorbico 2% (Sigma-Aldrich / A4544). Agonista dopaminérgico nédo
seletivo: Apomorfina (Sigma-Aldrich / A4393), diluida em agua destilada (10mg/ml).
Anestésicos, sedativo e relaxante muscular: Ketamina (70mg/Kg) e Xilasina
(10mg/Kg).

3.2.1 Via de administracdo das drogas:

As drogas foram administradas por via subcutanea (s.c.), intraperitoneal (i.p.) e

intracerebral (i.c.), conforme técnicas descritas a seguir.

3.2.1.1 Via subcutanea.
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Para administracdo do agonista dopaminérgico nédo seletivo: Apomorfina
(Sigma-Aldrich / A4393) na concentracdo de 0,6mg/Kg, foi utilizado por aplicacao
subcutanea (s.c.) aplicada entre as omoplatas, segurando o animal pela pele do
pescoco ou mantendo-o contra superficie plana.

3.2.1.2 Via intraperitoneal.

Para administracdo de solucdo sedativa de Ketamina (70mg/Kg) e Xilasina
(10mg/Kg), realizada através de puncdo com agulha 25x4,5 na metade posterior do
abdome com o animal contido pelo dorso.

3.2.1.3 Via intracerebral.

Para a administragcdo das drogas por via intracerebral os animais foram
previamente anestesiados via i.p. com Ketamina (70mg/Kg) e Xilasina (10mg/Kg) com
volume de 0,1 ml/10g, misturados na mesma seringa e posicionados no estereotaxico,
sendo submetidos a procedimento cirargico para implantacéo unilateral da agulha de
infusdo. A agulha de aco inox é ligada a uma bomba de microinfusdo por um tubo de
polipropileno que foram direcionadas ao feixe prosencefalico medial “Medial Forebrain
Bundle (MFB)”. As drogas e os respectivos veiculos foram entdo infundidos
unilateralmente no lado esquerdo, a uma taxa de infusdo de 0,5uL/minuto. Apos a
infusdo da droga, a canula de injecéo foi deixada na mesma posi¢ao por mais 5 minuto

para permitir a difusdo da droga no tecido nervoso.

3.3 Grupos

Na composicao dos grupos os animais foram divididos randomicamente em trés
grupos de acordo com a droga a ser administrada sendo eles: Grupo Salina (n=10),
Grupo Lactacistina (n=10) e Grupo 60HDA (n=10).

Grupo Salina (n=10) — Os animais receberam injecao i.c. 2ul de salina.
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Grupo Lactacistina (n=10) — Os animais receberam por via i.c. 5ug/1,5uL de LC
diluida em 2ul de PBS.

Grupo 60HDA (n=10) — Os animais receberam por via i.c. 3ug/uL de 6-OHDA,
diluida em 0,2uL solucéo de acido ascoérbico (Sigma/A4544) e PBS a fim de evitar a

oxidacao.

3.4 Procedimento cirdrgico Estereotaxia

Apbs passados 7 dias para ambientagdo, todos os animais foram anestesiados
via infuséo (i.p.) com solucéo sedativa composta por Ketamina (70mg/Kg) e Xilasina
(10mg/Kg) previamente diluidos em solucéo salina fisioldgica NaCl 0,9%. Assim que
infundido o composto sedativo foi avaliado o estado de narcose através de presenca
ou auséncia de sinais como: reflexo da cauda, reflexos flexores e corneano.
Certificado o estado narcotico, estando o animal profundamente anestesiado 0 mesmo
foi colocado sob superficie aquecida a fim de evitar estado de hipotermia. Para a
preparacdo do sitio cirdrgico foi realizado tricotomia da regido dorsal da cabecga, e
posicionada em aparelho estereotaxico com auxilio das barras auriculares. Antes da
incisao cirargica o sitio passou por assepsia da pele com solucéo de alcodlica de iodo,
apos preparo do sitio, administrado por via subcutédnea anestésico local contendo
lidocaina e vasoconstritor (norepinefrina 2%) profilaticamente minimizando risco de
hemorragias. Logo apos realizado incisao longitudinal na pele e tecido subcutaneo,
expondo assim a calota craniana. Para melhor visualizacdo das suturas 0sseas, se
caso hecessario, utilizou-se solucdo de peroxido de hidrogénio. A torre do
estereotdxico colocada em posicao vertical (angulacdo zero) logo acima do bregma,
a fim de efetuar a leitura e posicionamento do local de infusdo da droga, de acordo
com coordenadas do MFB obtidas no atlas de Paxinos, G.; Watson, C (2005) (2005)
1.34mm. posterior, + 1,17mm. lateral, e 5,1mm. ventral a partir do bregma.
Determinado o local de infusdo iniciou-se a trepanacdo da calota craniana com o
auxilio de broca elétrica esférica parando o procedimento antes da dura mater. Uma
agulha de aco inox é ligada a uma bomba de microinfusdo por um tubo de
polipropileno direcionadas ao MFB. As drogas e os respectivos veiculos infundidos

unilateralmente no lado esquerdo (4,5uL por hemisfério), a uma taxa de infusdo de
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0,5uL/minuto. Apés a infusdo da droga, a canula de injecao fora mantida na mesma
posicdo por mais 5 minutos para permitir a difusdo da droga no tecido nervoso, sendo
apos este tempo retirada. Ao final a ferida cirdrgica foi suturada com linha de propileno.
Os animais continuaram por tratamento profildtico até o 3° dia subsequente da
cirurgia, recebendo terapia analgésica, via intraperitoneal, por meio de injecées de
buprenorfina, na dose de 0,05mg/Kg, a cada 8 horas.

Figura 3 — Representagdo esquematica de seccao coronal do cérebro de camundongo demonstrando
a regido de administragéo lenta de 6-OHDA (PAXINOS, G.; WATSON, C. 2005).

Hx Hastes
CIRURGIA ESTEREQOTAXICA J de ajuste

Cranio

Canula

Figura 4 — Representacgéo gréafica da cirurgia estereotaxica em roedores, para implantacéo de canulas
direcionadas ao estriado.(adaptado - ABDELWAHAB, M.; SANKAR, T.; PREUL, M. 2011)



25

Figura 5 — Bomba de micro infusdo (FONTE PROPRIA).

3.6 Andlise comportamental e motora.

Os testes para analise comportamental e motora foram realizados no
Laboratério de Biofiosiofarmacologia da UFMS, durante o periodo tido como noturno,
sempre no mesmo horario, em ambiente controlado (iluminacdo, temperatura e
isolamento acustico), minimizando possiveis interferéncias no comportamento dos
animais.

A sequéncia escolhida para a realizacdo dos testes foi: campo aberto,
suspensao pela cauda, avaliagdo da marcha e comportamento rotatorio. Sendo todos
0s grupos submetidos a um teste por vez, ou seja 0s animais de cada grupo passaram
pelo teste de campo aberto, apds todos 0s animais passarem por esse teste, o
proximo teste foi aplicado, e assim por diante em todos os testes com todos os
animais, esse método foi utilizado a fim de que cada animal possua um periodo de
“descanso” entre os testes.

Todos os animais passaram por todos os testes em um momento antes da
cirurgia estereotaxica, sendo o controle de cada animal e grupo, apos o procedimento
cirdrgico 0s animais permaneceram em recuperacdo durante sete dias, ap0s esse
periodo os testes foram realizados conforme cronograma exposto na Figura 6 tendo
como base estudos anteriores. A avaliacao funcional dos animais, foi realizada por
meio do teste do campo aberto (WALSH; CUMMINS, 1976; WHIMBEY;
DENENBERG, 1967), da avaliacao funcional da marcha (MULLENIX, P.; NORTON,
S.; CULVER, B. 1975), do teste de suspens&o pela cauda (STERU, L. et al., 1985) e
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do teste de comportamento rotatério (UNGERSTEDT, U., ARBUTHNOTT, G.W.,
1970).

SUSPENSAO PELA CAUDA
AVALIAGAO FUNCIONAL DA MARCHA
COMPORTAMENTO ROTATORIO

IR

-7 Od 7d 14d 21d 28d
AMBIENTAGAO RECUPERAGCAO | | |

I | | | | 1
ESTEREOTAXIA ]‘ EUTANASIA I

i | f

TESTE DE CAMPO ABERTO

Figura 6 — Representacéo do cronograma das analises motoras e ndo motoras. Letra (d) representa

dias.

3.6.1 Teste do Campo Aberto.

O teste foi realizado em uma arena cilindrica, de 40 cm de diametro, com
paredes de acrilico translucido, de 30 cm. de altura, colocada sobre uma base de
madeira recoberta de formica de cor branca, a qual é subdividida em 12 quadrantes
de 104,7 cm? cada Figura 7, sendo o teste realizado uma Unica vez, durante 15
minutos. Sendo a arena de testes higienizada com solugdo alcodlica a 20%
especialmente entres os testes com a finalidade de evitar odores que possam interferir
no teste.

Nesse estudo, avaliamos, a frequéncia de comportamentos de exploracao
horizontal, que € a quantidade de quadrantes percorridos durante o teste; a
exploracéo vertical, como sendo a quantidade de erguimentos realizados pelo animal;
além de também a analise de tempo e comportamentos de autolimpeza assim como

a quantidade de bolos fecais, no decorrer do teste.



Figua 7 - oto ilustrando o teste d campo aberto (FONTE PROPRIA).
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Figura 8 — Esquema ilustrando os parametros comportamentais do teste de campo aberto. (FONTE

PROPRIA).
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3.7.2 Teste de Suspenséo Pela Cauda.

O teste de suspensédo pela cauda consiste em suspender o animal sob uma
armacédo a 30 cm da base, mantendo-o pela sua cauda com uma fita adesiva a 1 cm
da ponta. O periodo em que o animal permanece no teste é de 6 min. e durante esse
periodo foi realizado o registro em video a fim de ndo haver perdas de dados, sendo
esses colhidos como tempo, em segundos, em que O animal permanece em
movimento (tempo em movimento) e o periodo, em segundos, que o animal

permanece imovel (tempo de imobilidade)
3.7.3 Avaliagédo Funcional da Marcha.

Para esta analise, as patas anteriores e posteriores dos animais foram
impregnadas com uma solucdo aquosa composta por agua destilada e corante
alimenticio de cores distintas, sendo as pegadas impressas durante o deslocamento
do camundongo sobre uma plataforma de madeira (5 cm de largura e 29 cm de
comprimento), forrada com um papel sulfite branco, em direcdo a uma casinhola

escura situada ao final da plataforma.

Neste teste foram colhidos dados aos quais avaliados parametros como: o
comprimento do passo CP (em centimetros) foi determinado pela distancia média
entre a regido central de duas pegadas consecutivas; o desvio antero-posterior (DAP)
e latero-lateral (DLL) entre as pegadas ipsilaterais da pata anterior e posterior; a base
de sustentacao (BS) sendo aferida pela distancia das pegadas das patas posteriores

contralaterais.
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Figura 9 — Representacdo da avaliagéo funcional da marcha. Pegadas dos camundongos mostrando o
desvio latero-lateral (DLL), desvio antero-posterior (DAP), comprimento do passo (CP) e Base de
sustentacdo (BS). Pegadas em maiores sao referentes aos membros posteriores, enquanto que
pegadas menores séo referentes aos membros anteriores (FONTE PROPRIA).

3.7.4 Comportamento Rotatario.

O teste de comportamento rotatério foi realizado uma semana apoés
procedimento estereotaxico e semanalmente até atingir 28 (d). Todos os animais
realizaram o teste inicialmente para avaliacdo da rotacdo ipsilateral e apdés a
administracao de 1mg/Kg de apomorfina (s.c.), dissolvida em salina, a fim de verificar
0 comportamento contralateral. O animal para a realizacdo do teste permanece
confinado em recipiente cilindrico de fundo cénico (25 cm. de diametro e 40 cm. de
altura), e o numero de rotacdes ipsilaterais e contralaterais a lesédo, durante o tempo
de 30 min. antes da aplicacdo de apomorfina e 30 min. apos aplicacdo da apomorfina,
o teste foi registrado através de monitoracdo por camera de video, fixada acima e

focada no animal; sendo o teste realizado antes e apds o tratamento administrado
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(FORNAGUERA, J.; SCHWARTING, R.K.W., 1999; TATENHORST, L. et al., 2014;
ELLENBROEK, B.; YOUN, J., 2016).

Figura 10 — Representacdo esquematica do comportamento rotatério de ratos lesados unilateralmente

a esquerda com 6-OHDA apds desafio com agonista indireto (figura central) ou direto (figura a direita)
dos receptores dopaminérgicos (adaptado - UNGERSTEDT, U.; ARBUTHNOTT, G.W, 1970).

3.7 Eutanasia por perfusao cardiaca.

ApOs os testes comportamentais e motores, no momento de 28 dias conforme
exposto na Figura 11, todos os animais foram submetidos a eutanasia por perfusao
cardiaca, sendo utilizado protocolo proposto por Gage, G. J., Kipke, D. R., Shain, W.
(2012). Os animais a submetidos ao procedimento receberam anestesia (i.p.) com
solugdo sedativa composta por Ketamina (70mg/Kg) e Xilasina (10mg/Kg)
previamente diluidos em solugé&o salina fisiolégica cloreto de sédio (NaCl) 0,9%. Assim
que infundido o composto sedativo e avaliado o estado de narcose através de
presenca ou auséncia de sinais como: reflexo da cauda, reflexos flexores e corneano.
Certificado o estado narcaético, estando o animal profundamente anestesiado, o animal
colocado em decubito dorsal e realizado incisdo cirdrgica acompanhado a curva
diafragmatica logo abaixo do rebordo intercostal, logo apoés, realizado a abertura da
caixa toracica pela dissecacdo das partes laterais e ventrais do diafragma e
rebatimento da porcao ventral do gradil costal, expondo a cavidade pleural, elevando
0 esterno e deixando uma visao clara dos principais vasos sanguineos. Uma pequena
incisdo na extremidade do ventriculo esquerdo para inser¢cdo de uma agulha ligada

ao sistema de perfusdo com ponta romba até antes do arco adrtico, ap0s uma incisdo
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no atrio direito do animal a fim de que seja possivel realizar a drenagem. Com o intuito
de troca de volume foi infundido através do sistema de perfusdo solucdo PBS a
temperatura ambiente durante periodo de aproximadamente 5 minutos com fluxo
continuo de 2 ml/min sendo substituido apds esse periodo por paraformaldeido 4%
tamponado em temperatura ambiente com fluxo de 2ml/minuto durante 30 minutos ou
até a visualizacdo do clareamento hepatico (indicador de uma boa perfuséo).
Realizada a decapitacdo do animal e retirada da pele e tecidos expondo a calota
craniana e dura-mater, sendo o tecido cerebral retirado para pos-fixacdo e
armazenagem. Todos 0s passos realizados foram registrados de imediato em registro
de cada animal o tempo demandado desde o inicio do procedimento e etapas

realizadas.

Figura 11 — Representacao do procedimento de perfusado cardiaca. (GAGE, G. J., KIPKE, D. R., SHAIN,
W., 2012).
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3.5 Preparacéao do tecido.

O tecido cerebral retirado do animal logo apos o procedimento de perfuséo foi
acondicionado em solucéo de formol 10% para a fixacdo mantido em refrigeracéo por
no maximo trés dias. Apds esse periodo o tecido passou por procedimentos de
desidratacéo seguindo por banhos sequenciais de solugéo alcodlica com 70% a 95%,
com porcentagens elevadas de 5% a 5 % por um periodo de uma hora cada solucéo.
ApoOs a concentracdo chegar a 100% foi realizado mais trés banhos com duracédo de
uma hora cada. No término do terceiro banho, o tecido permaneceu por 12 horas com
em solucao alcool 100% + Xilol PA (1:1). Passado o periodo de 12 horas, o tecido foi
banhado em Xilol PA por trés vezes com a duracdo de cada banho de 90 min.,
resultando na completa diafanizacdo da peca. Com o tecido cerebral ja diafanizado o
tecido foi incluido em parafina histolégica seguindo os seguintes passos: trés banhos
em solucdo de parafina histolégica com cera de abelha (parafina 1Kg +100g cera de
abelha) em estufa com temperatura a 60°C. ApOs esse processo 0s tecidos ja
emblocados em parafina foram armazenados em local apropriado para posterior

analise histologica.

3.7 Descarte dos animais.

ApoOs a realizacdo dos testes, os restos dos animais eutanasiados foram
descartados em sacos de lixo na cor branca de acordo com a Resolucdo CONAMA
n°358, de 29 de abril de 2005 e Resolugéo da Diretoria Colegiada ANVISA n° 306, de
7 de dezembro de 2004, onde os descartes encaminhados para destino apropriado
pelo sistema de coleta de lixo biolégico da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul.

3.8 Andlise estatistica.

O efeito do tratamento (grupo experimental), do momento de analise, bem
como a interacdo entre estes fatores, em relacdo aos comportamentos avaliados

neste estudo, tanto motores como nao motores, foram realizados por meio do teste
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ANOVA de duas vias de medidas repetitivas, seguido pelo pés-teste de Tukey. Os
demais resultados foram apresentados na forma de estatistica descritiva ou na forma
de tabelas e gréaficos. A andlise estatistica foi realizada por meio do programa
SigmaPlot, versédo 12.5, considerando um nivel de significancia de 5% (NORMAN,
G.R., 1994; SHOT, 1990).
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4. Resultados

4.1 Campo Aberto.

Os resultados das analises estatisticas referentes aos dados coletados no teste
de campo aberto: exploracdo central e periférica, quantidade de quadrantes,
exploracédo vertical, comportamento de autolimpeza, tempo de autolimpeza e

quantidade de bolos fecais, estédo dispostos na Tabela 1.

Tabela 1 — Resultados referentes aos parametros avaliados, no teste de campo
aberto, em cada grupo experimental e em cada momento de analise.
Grupo experimental

Campo Aberto

Salina Lactacistina 60HDA
Exploracéo central (Grupo: p=0,457; Momento: p=0,220; Grupo x momento: p=0,003)
Dia 0 17,40+4,55Aa 9,60+1,44Aa 22,80+4,31Aa
Dia 14 8,20+3,10Aa 20,1045,71Aa 10,20+2,78Ba
Dia 28 7,00+1,64Aa 17,50+5,97Aa 13,00+3,43ABa
Exploracgao periférica (Grupo: p=0,0017; Momento: p<0,001; Grupo x momento: p<0,001)
Dia 0 60,90+6,96Aab 32,20+2,83Ab 71,40+7,49Aa
Dia 14 53,70+7,99Aa 53,30+15,03Aa 33,8045,25Ba
Dia 28 43,0045,95Aa 52,90+18,11Aa 42,00+8,45Ba
Quantidade de quadrantes (Grupo: p=0,980; Momento: p=0,258; Grupo x momento: p=0,001)
Dia 0 78,30+10,67Aab 41,0043,22Ab 94,20+10,42Aa
Dia 14 61,90+9,72Aa 73,40+20,52Aa 44,00+7,04Ba
Dia 28 50,00+6,57Aa 70,40+23,82Aa 55,00+11,63Ba
Exploracgéo vertical (Grupo: p=0,183; Momento: p=0,371; Grupo x momento: p=0,018)
Dia 0 21,0046,19Aa 14,70+2,52Aa 26,00+7,77Aa
Dia 14 5,60+2,48Ab 29,60+8,25Aa 15,30+4,51Aab
Dia 28 9,00+3,09Aa 24,80+8,86Aa 11,10+3,56Aa
Comportamentos de autolimpeza (Grupo: p=0,177; Momento: p=0,062; Grupo x momento: p=0,663)
Dia 0 6,80+2,53Aa 4,70+1,91Aa 8,40+2,85Aa
Dia 14 5,50+1,95Aa 2,40+0,70Aa 2,90+0,85Aa
Dia 28 6,00+1,89Aa 2,70+0,78Aa 2,60+0,60Aa
Tempo de autolimpeza (Grupo: p=0,239; Momento: p=0,580; Grupo x momento: p=0,045)
Dia 0 5,90+1,25Ab 13,30+2,02Aa 6,30+1,38Ab
Dia 14 6,30+1,59Aa 7,30+2,14Ba 8,10+1,34Aa
Dia 28 8,60+1,86Aa 8,70+2,65ABa 6,70+1,34Aa
Quantidades de bolos fecais (Grupo: p=0,937; Momento: p=0,395; Grupo x momento: p=0,653)
Dia 0 3,10+0,81Aa 3,90+0,48Aa 2,90+0,78Aa
Dia 14 4,20+0,89Aa 3,60+1,19Aa 4,10+0,55Aa
Dia 28 3,90+0,53Aa 3,10+0,97Aa 3,30+0,60Aa

Os resultados estédo apresentados em médiaterro padrdo da média. Efeito do grupo, do momento e interacéo entre
os fatores, no teste ANOVA de duas vias de medidas repetitivas. Letras maiusculas diferentes na coluna indicam
diferenca significativa entre os momentos de andlise (pds-teste de Tukey, p<0,05). Letras mindsculas diferentes
na linha indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais (p<0,05).
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4.1.1 Exploracao central.

Os resultados referentes ao nimero de quadrantes percorridos em regiao
central, nos diferentes grupos e momentos de analise, estdo ilustrados na Figura 12.

Na avaliacdo dos dados referentes ao numero de quadrantes percorridos na
regido central do campo aberto, ndo houve efeito significativo do grupo experimental
(p=0,457), ndo havendo efeito significativo do momento de analise (p=0,220), havendo
apenas interacdo entre estes fatores (p=0,003). Na avaliacdo de exploracéo central
apenas os animais do Grupo 60HDA apresentou uma menor média no momento de

14 dias na comparac¢ao entre momentos no mesmo grupo.
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Figura 12 — Graéfico referente ao niumero de quadrantes percorridos na area central no teste de campo
aberto. Onde os simbolos representam a média e as barras representam o erro padrao da média.
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4.1.2 Exploracao periférica.

Os resultados referentes ao numero de quadrantes percorridos em regiao
periférica, nos diferentes grupos e momentos de analise, estéo ilustrados na Figura
13.

Na avaliacdo dos dados referentes ao numero de quadrantes percorridos na
periferia do campo aberto, ndo houve efeito significativo do grupo experimental
(p=0,827), ndo havendo efeito significativo do momento de analise (p=0,334), havendo
apenas interacdo entre estes fatores (p=0,004). Os animais do grupo 60HDA
apresentaram uma maior média apenas no momento de zero dias, e uma diminuicédo
no momento de 14 dias mantendo até o momento de 28 dias. Nao houve diferenca
nas médias no grupo Lactacistina apenas uma menor média entre grupos no momento

de zero dias em comparagéo com o grupo 60HDA.
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Figura 13 — Gréfico referente ao nimero de quadrantes percorridos na area periférica no teste de campo
aberto. Onde os simbolos representam a média e as barras representam o erro padrao da média.
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4.1.3 Quantidade de Quadrantes.

Os resultados referentes ao nimero de quadrantes percorridos durante o teste
de campo aberto, nos diferentes grupos e momentos de analise, estéo ilustrados na

Figura 14.

Na avaliacdo dos dados referentes ao numero de quadrantes percorridos nao
houve efeito significativo do grupo experimental (p=0,980), ndo havendo efeito
significativo do momento de analise (p=0,258), havendo apenas interacdo entre estes
fatores (p=0,001). Animais lesionados com 6-OHDA apresentaram diminuicdo na
quantidade de quadrantes percorridos a partir do momento de 14 e 28 dias. Ja a
comparacao entre grupos a meédia dos animais do grupo Lactacistina no momento

zero dias é menor que a dos animais do grupo 60HDA.
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Figura 14 — Gréfico referente ao nimero de quadrantes percorridos no teste de campo aberto. Onde os

simbolos representam a média e as barras representam o erro padrdo da média.
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4.1.4 Exploracao Vertical.

Os resultados referentes ao numero de comportamentos de exploracéo vertical,

nos diferentes grupos e momentos de analise, estao ilustrados na Figura 15.

Na avaliacdo dos dados referentes ao niumero de comportamentos exploratorio
vertical, ndo houve efeito significativo do grupo experimental (p=0,183), ndo havendo
efeito significativo do momento de andlise (p=0,371), havendo apenas interacao entre
estes fatores (p=0,018). Os animais lesionados com Lactacistina apresentaram uma

maior média no momento de 14 dias comparada com o grupo Salina.
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Figura 15 — Grafico referente ao niumero de erguimentos realizados no teste de campo aberto. Onde
os simbolos representam a média e as barras representam o erro padrao da média.

4.1.5 Comportamento de Autolimpeza.

Os resultados referentes ao nimero de comportamentos de autolimpeza, nos

diferentes grupos e momentos de analise, estao ilustrados na Figura 16.

Na avaliacdo dos dados referentes ao numero de momentos de autolimpeza,
nao houve efeito significativo do grupo experimental (p=0,177), ndo havendo efeito

significativo do momento de analise (p=0,062), ndo ha interacdo entre estes fatores
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(p=0,663). Nao houve resultado estatisticamente significante nas médias entre grupo

€ entre momentos ao comportamento estudado.
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Figura 16 — Grafico referente ao numero de comportamentos de autolimpeza realizados no teste de

campo aberto. Onde os simbolos representam a média e as barras representam o erro padrao da
média.

4.1.6 Tempo de Autolimpeza.

Os resultados referentes ao tempo despendido durante comportamentos de
autolimpeza, nos diferentes grupos e momentos de analise, estdo ilustrados na Figura
17.

Na avaliacdo dos dados referentes ao tempo de autolimpeza, ndo houve efeito
significativo do grupo experimental (p=0,239), ndo havendo efeito significativo do
momento de analise (p=0,580), havendo apenas interacdo entre estes fatores
(p=0,045). Os animais do grupo Lactacistina apresentaram uma menor meédia de
tempo de autolimpeza no momento de 14 dias, e 0 mesmo grupo apresentou uma

maior média no momento de zero dias ha comparagao entre grupos.
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Figura 17 — Grafico referente ao tempo despendido em segundos nos comportamentos de autolimpeza
realizados no teste de campo aberto. Onde os simbolos representam a média e as barras representam
0 erro padrao da média.

4.1.7 Quantidade de Bolos Fecais.

Os resultados referentes ao nimero de bolos fecais, nos diferentes grupos e

momentos de analise, estédo ilustrados na Figura 18.

Na avaliacdo dos dados referentes ao numero de bolos fecais, ndo houve efeito
significativo do grupo experimental (p=0,937), ndo havendo efeito significativo do
momento de analise (p=0,395), ndo houve interacdo entre estes fatores (p=0,653).

N&o houve alteracdes estatisticamente significativas para o comportamento estudado.
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Figura 18 — Grafico referente quantidade de bolos fecais encontrados durante a realizagédo do teste de
campo aberto. Onde os simbolos representam a média e as barras representam o erro padrédo da
média.

Na comparacéo entre momentos no teste de campo aberto, nos parametros de
exploracéo central e periférica assim como na quantidade de quadrantes cruzados, os
animais lesionados por 6-OHDA apresentaram uma maior alteracdo comparagao com
animais lesionados por lactacistina. Ja nesse teste a lactacistina levou a uma
diminuicdo no tempo de autolimpeza. Contudo na comparagcao entre grupos nao foi
obtido resultados significantes, onde apenas o0os animais do grupo Lactacistina
apresentaram um maior comportamento de exploracdo vertical em comparagcado com

outros grupos.

4.2 Suspensao pela Cauda.

Os resultados das analises estatisticas referentes aos dados coletados no teste
de suspensdo pela cauda: tempo em movimento, tempo em imobilidade, estdo

dispostos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Resultados referentes aos parametros avaliados, no teste de suspenséo
pela cauda, em cada grupo experimental e em cada momento de analise.

Suspensso pela Grupo experimental
cauda Salina Lactacistina 60HDA

Tempo em movimento (Grupo: p=0,010; Momento: p<0,001; Grupo x momento: p<0,001)

Dia 0 298,20+15,68Aa 302,30+12,98Aa 302,30+12,98Aa

Dia 7 302,30+12,98Aa 169,70+47,08Bb 228,60+27,03Bab

Dia 14 211,00+15,51Ba 141,60+39,65BCa 200,30+27,45BCa

Dia 21 250,10+13,12ABa 127,50+35,68BCb 161,90+21,69CDb

Dia 28 281,80+16,11Aa 107,30+30,44Chb 118,10+16,40Db
Tempo em imobilidade (Grupo: p=0,017; Momento: p<0,001; Grupo x momento: p<0,001)

Dia 0 61,80+15,68Ba 57,70+12,98Aa 57,70+12,98Ca

Dia 7 57,70+12,98Ba 46,30+15,56Aa 95,40+14,06Ca

Dia 14 149,00+15,51Aa 74,40+£22,28Ab 123,70+21,15Bab

Dia 21 109,90+13,12ABab 88,50+25,48Ab 162,10+21,71ABa

Dia 28 78,20+£16,11Bb 108,70+30,81Ab 205,90+24,90Aa

Os resultados estédo apresentados em médiaterro padrdo da média. Efeito do grupo, do momento e interagao entre
os fatores, no teste ANOVA de duas vias de medidas repetitivas. Letras mailsculas diferentes na coluna indicam
diferenca significativa entre os momentos de andlise (pds-teste de Tukey, p<0,05). Letras mindsculas diferentes
na linha indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais (p<0,05).

4.2.1 Tempo em Movimento.

Os resultados referentes ao tempo em movimento, nos diferentes grupos e

momentos de andlise, estdo ilustrados na Figura 19.

Na avaliacdo dos dados obtidos no teste de suspenséo pela cauda no tempo
de movimento, houve efeito significativo do grupo experimental (p=0,010), efeito do
momento de analise (p<0,001) e interacdo entre estes fatores (p<0,001). De forma
geral, apesar de nos animais do grupo controle a média tenha diminuido no momento
de 14 dias apenas, nos animais do grupo Lactacistina houve uma diminuicdo da média
no momento de 7 dias mantendo essa diminui¢do igual nos momentos de 14 e 21 dias
e com sua menor média no momento de 28 dias. Ja os animais do grupo 60HDA
também apresentaram uma menor média no momento de 7 dias, havendo ainda uma
diminuicdo no momento e 21 dias, alcangando seu menor valor no momento de 28
dias. Na comparagéo entre grupos o grupo Lactacistina apresentou uma menor média
no momento de 7, 21 e 28 dias comparados ao grupo Salina. O grupo 60HDA a
diminuicdo da média ocorreu no momento de 21 e 28 dias comparado ao grupo Salina,

contudo, sem diferenca significativa ao grupo Lactacistina em todos os momentos.
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Figura 19 — Grafico referente ao tempo em segundos de mobilidade no teste de suspensao pela cauda.

Onde os simbolos representam a média e as barras representam o erro padrdo da média.

4.2.2 Tempo em Imobilidade.

Os resultados referentes ao tempo em imobilidade, nos diferentes grupos e

momentos de andlise, estdo ilustrados na Figura 20.

Na avaliacdo dos dados referentes ao teste de suspenséo pela cauda com
tempo em imobilidade, houve efeito significativo do grupo experimental (p= 0,017),
efeito do momento (p<0,001) e interacdo entre estes fatores (p<0,001). Na
comparacao entre momentos, 0s animais do grupo Salina apresentaram uma maior
média no momento de 14 dias, ndo houve diferencas estatisticas no grupo
Lactacistina, j& no grupo 60HDA as menores médias foram registradas no momento
de zero e 7 dias, se elevando no momento de 14 dias e atingindo sua maxima no
momento de 28 dias, ndo havendo diferenca no momento de 21 dias em comparacao
com as médias de 14 e 28 dias. Com a comparacao entre grupos, o grupo Salina
apresentou uma maior média no momento de 14 dias em comparagdo ao grupo
Lactacistina e uma menor média no momento de 28 dias em comparag¢do com 0 grupo
60HDA. O grupo Lactacistina a média foi menor comparada ao grupo Salina no

momento de 14 dias e em comparacdo com o grupo 60HDA no momento de 21 dias.
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O grupo 60OHDA apresentou uma maior média no momento de 28 dias em

comparacao com 0s grupos Salina e Lactacistina.
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Figura 20 — Gréfico referente ao tempo em segundos de imobilidade no teste de suspenséo pela cauda.
Onde os simbolos representam a média e as barras representam o erro padrao da média.

Os animais do grupo Lactacistina em comparagdo com 0 grupo controle
apresentaram um tempo em movimento menor nos momentos de 7, 21 e 28 dias,
corroborando com o grupo 6-OHDA nos momentos de 21 e 28 dias, todavia 0 grupo
Lactacistina ndo apresentou resultado significante frente ao tempo em imobilidade
onde apenas o grupo 60HDA apresentou um valor maior entre 0s demais grupos.
Sendo os animais lesionados por 6-OHDA apresentando melhores resultados no
teste. Podendo esses achados, em ambos 0s grupos, serem um resultado motor como

emocional do tipo depressivo.

4.3 Avaliagao da marcha.

Os resultados das andlises estatisticas referentes aos dados coletados no teste
de avaliagdo da marcha: comprimento do passo, desvio anteroposterior, desvio latero-

lateral e base de sustentacéo, estao dispostos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Resultados referentes aos parametros avaliados, no teste de avaliagéo da
marcha, em cada grupo experimental e em cada momento de andlise.

Avaliacdo da Grupo experimental
Marcha Salina Lactacistina 60HDA

Comprimento do passo (Grupo: p=0,077; Momento: p=0,005; Grupo x momento: p=0.007)

Dia 0 27,9940,76Aa 28,29+0,74Aa 27,56+1,12Aa
Dia 7 26,39+1,41Aa 18,16+5,00Ba 26,43+3,26Aa
Dia 14 27,15+0,88Aa 17,61+45,04Ba 27,2043,39Aa
Dia 21 30,79+1,27Aa 16,78+4,75Bb 26,86+3,42Aab
Dia 28 26,39+1,41Aa 16,36+4,57Ba 25,61+3,02Aa
Desvio anteroposterior (Grupo: p=0,068; Momento: p=0,065; Grupo x momento: p=0,049)

Dia 0 6,73+0,49Aa 7,75+0,68Aa 9,00+0,71Aa
Dia 7 8,25+0,92Aa 3,70+1,23Bb 5,07+1,11Bab
Dia 14 7,80+1,16Aa 4,41+1,33ABa 7,06+1,12ABa
Dia 21 9,00+0,71Aa 4,91+1,51ABb 6,58+1,12ABab
Dia 28 7,76+0,82Aa 5,44+1,65ABa 6,77+1,43ABa
Desvio latero-lateral (Grupo: p=0,136; Momento: p=0,004; Grupo x momento: p=0,013)

Dia 0 4,80+0,62Aa 5,41+0,47Aa 5,07+0,32Aa
Dia 7 4,36+0,57Aa 3,35+0,95Ba 4,13+0,64Aa
Dia 14 5,41+0,47Aa 2,25+0,64Bb 3,75+0,58Aab
Dia 21 5,12+0,25Aa 3,44+1,11Ba 3,16+0,59Aa
Dia 28 6,00+0,69Aa 3,75+1,07ABa 4,18+0,65Aa

Base de sustentacdo (Grupo: p=0,085; Momento: p<0,001; Grupo x momento: p=0,003)

Dia 0 26,12+1,14Aa 27,15+0,48Aa 27,55+0,97Aa
Dia 7 25,75+1,18Aa 16,41+4,51Ba 22,452 66Aa
Dia 14 26,96+0,96Aa 15,59+4,30Bb 22,80+2,72Aab
Dia 21 29,53+0,73Aa 18,78+5,19Bb 22,29+2,72Aab
Dia 28 28,25+1,11Aa 17,12+4,75Bb 23,85+2,86Aab

Os resultados estédo apresentados em médiaterro padrdo da média. Efeito do grupo, do momento e interagao entre
os fatores, no teste ANOVA de duas vias de medidas repetitivas. Letras mailsculas diferentes na coluna indicam
diferenca significativa entre os momentos de andlise (pds-teste de Tukey, p<0,05). Letras mindsculas diferentes
na linha indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais (p<0,05).

4.3.1 Comprimento do passo.

Os resultados referentes ao comprimento do passo, nos diferentes grupos e

momentos de andlise, estéo ilustrados na Figura 21.

Na avaliacdo dos dados referentes ao teste de comprimento do passo, houve
efeito significativo do grupo experimental (p=0,077), efeito do momento de analise
(p<0,005) e interacéo entre estes fatores (p<0,007). Pode-se observar que no grupo
Lactacistina houve uma diminuicdo do comprimento do passo no periodo de 7 dias,
todavia ndo havendo alteracdes nos demais periodos. Ja em comparacdo entre
grupos houve diferenca significativa no periodo 21 dias onde o grupo Lactacistina a

meédia foi maior que o grupo Salina.
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Figura 21 — Gréfico referente ao comprimento do passo em centimetros no teste de avaliacdo da
marcha. Onde os simbolos representam a média e as barras representam o erro padrdo da média.

4.3.2 Desvio anteroposterior.

Os resultados referentes ao desvio anteroposterior, nos diferentes grupos e

momentos de andlise, estdo ilustrados na Figura 22.

Na analise dos dados obtidos do desvio anteroposterior do teste de avaliacao
da marcha, nédo houve efeito significativo do grupo experimental (p=0,068), ndo houve
efeito significativo do momento de analise (p=0,065) e interacdo entre estes fatores
(p=0,049). A comparacao entre momentos tanto o grupo Lactacistina como 60HDA
as médias no momento de 7 dias foram menores comprado ao momento de zero dias,
todavia sem diferenca estatistica nos demais periodos. Na comparacao entre grupos
nos momentos de 7 dias e 21 dias o grupo Lactacistina apresentou uma menor média

em comparac¢ao com o grupo Salina.
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Figura 22 — Gréfico referente ao desvio anteroposterior do passo em centimetros no teste de avaliacao
da marcha. Onde os simbolos representam a média e as barras representam o erro padrdo da média.

4.3.3 Desvio latero-lateral.

Os resultados referentes ao desvio latero-lateral, nos diferentes grupos e

momentos de analise, estédo ilustrados na Figura 23.

Na analise dos dados obtidos do desvio latero-lateral do teste de avaliacdo da
marcha, ndo houve efeito significativo do grupo experimental (p=0,136), havendo
efeito significativo do momento de analise (p=0,004) e interacdo entre estes fatores
(p=0,013). A comparacédo entre momentos ndo houve diferenca estatistica nos grupos
60HDA e Salina, todavia o grupo Lactacistina apresentou uma menor média
comparada ao momento zero nos momentos de 7 dias a 21 dias. Na comparacéo
entre grupos apenas o grupo Lactacistina apresentou uma menor média com o grupo

Salina no momento de 14 dias.
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Figura 23 — Gréfico referente ao desvio latero-lateral do passo em centimetros no teste de avaliagédo
da marcha. Onde os simbolos representam a média e as barras representam o erro padrdo da média.

4.3.4 Base de sustentacéo.

Os resultados referentes a base de sustentacdo, nos diferentes grupos e
momentos de andlise, estdo ilustrados na Figura 24.

Na analise dos dados obtidos da base de sustentacdo no teste de avaliagdo da
marcha, houve efeito significativo do grupo experimental (p=0,085), havendo efeito
significativo do momento de analise (p<0,001) e interacdo entre estes fatores
(p=0,003). Apenas o0s animais lesionados com lactacistina apresentaram uma
diminuicdo das médias obtidas no momento de 7 dias mantendo-as até o momento
de 28 dias. J& na comparacdo entre grupos, somente as médias dos animais
lesionados com lactacistina foram menores as do grupo Salina nos momentos de 14,
21 e 28 dias.
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Figura 24 — Graéfico referente a base de sustentagdo do passo em centimetros no teste de avaliagéo da
marcha. Onde os simbolos representam a média e as barras representam o erro padrdao da média.

Houve alteracdo motora nos animais lesionados por lactacistina, pois
apresentaram uma diminuicdo de parametros de marcha, desde na diminuicdo do
comprimento do passo assim como nos desvios. Esperava-se que houvesse uma
maior base de sustentacdo assim como maiores desvios, contudo 0s animais nao

apresentaram tal comportamento, levando a uma marcha de passadas menores com
menores erros e/ou desvios.

4.4 Comportamento rotatoério.

Os resultados das analises estatisticas referentes aos dados coletados no teste
de avaliagdo da marcha: comprimento do passo, desvio anteroposterior, desvio latero-

lateral e base de sustentacéo, estao dispostos na Tabela 4.
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Tabela 4 — Resultados referentes ao numero de rotagcles realizadas, no teste de
comportamento rotatorio, em cada grupo experimental e em cada momento de
analise.

Comportamento Grupo experimental
rotatorio Salina Lactacistina 60HDA

Rotacgao contralateral (Grupo: p=0,012; Momento: p=0,342; Grupo x momento: p=0.045)

Dia 0 0,00£0,00Aa 4,20+1,59ABa 3,50+1,12ABa
Dia 7 0,10+0,10Ab 2,00+0,73Bab 5,90+1,56Aa
Dia 14 0,00+0,00Ab 5,40+2,38ABa 5,10+1,18ABa
Dia 21 0,10+0,10Ab 7,50+2,87Aa 3,90+1,01ABab
Dia 28 0,00+0,00Ab 6,50+2,56Aa 2,00+0,83Bab
Rotacdao ipsilateral (Grupo: p=0,004; Momento: p=0,416; Grupo x momento: p=0,187)

Dia 0 0,00+0,00 1,50+0,48 0,90+0,50
Dia 7 0,00+0,00 0,70+0,42 0,90+0,35
Dia 14 0,10+0,10 1,90+0,89 0,40+0,22
Dia 21 0,00+0,00 0,60+0,27 0,40+0,31
Dia 28 0,00+0,00 0,40+0,22 1,00+0,56
Valor de p C B A

Os resultados estédo apresentados em médiaterro padrdo da média. Efeito do grupo, do momento e interacéo entre
os fatores, no teste ANOVA de duas vias de medidas repetitivas. Letras mailsculas diferentes na coluna indicam
diferenca significativa entre os momentos de andlise (pds-teste de Tukey, p<0,05). Letras minlsculas diferentes
na linha indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais (p<0,05).

4.4.1 Rotacao Ipsilateral.

Os resultados referentes ao comportamento rotatorio ipsilateral, nos diferentes
grupos e momentos de analise, estao ilustrados na Figura 25.

Na avaliacdo dos dados referentes ao comportamento rotatorio ipsilateral,
houve efeito significativo do grupo experimental (p=0,004), ndo havendo efeito
significativo do momento de analise (p=0,416), houve interacdo entre estes fatores
(p=0,187). Sendo os dados colhidos em momento prévio a aplicacdo de apomorfina.
N&o houve diferencas significativas nas médias nos momentos em cada grupo. Ja na
comparacdo entre grupos a média do grupo 60HDA foi maior que a do grupo

Lactacistina e esse por sua vez maior que O grupo controle.
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Figura 25 — Grafico referente quantidade a quantidade de rotac@es ipsilaterais durante a realizacdo do
teste comportamento rotatdrio. Onde os simbolos representam a média e as barras representam o erro

padrédo da média.

4.4.2 Rotacao contralateral.

Os resultados referentes ao comportamento rotatério contralateral, nos

diferentes grupos e momentos de analise, estao ilustrados na Figura 26.

Na avaliacdo dos dados referentes ao comportamento rotatério contralateral,
houve efeito significativo do grupo experimental (p=0,012), ndo havendo efeito
significativo do momento de andlise (p=0,342), houve interacdo entre estes fatores
(p=0,045). Dados obtidos ap6s administracdo de apomorfina. No comportamento
avaliado, a comparacao entre momentos, 0 grupo Lactacistina apresentou uma menor
média no momento de 7 dias e uma maior média nos momentos de 21 e 28 dias
comparadas entre os demais. No grupo 60HDA no a maior média foi registrada no
momento de 7 dias, contudo apresentou uma menor média no momento de 28 dias.
Com a comparagdo entre momentos o grupo Lactacistina apresentou uma maior

média no momento 14, 21 e 28 dias em comparac¢ao com grupo Salina. E os animais
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do grupo 60HDA nos momentos de 7 e 14 dias suas meédias foram maiores em

comparacao com o grupo Salina.
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Figura 26 — Grafico referente quantidade a quantidade de rotagdes contralaterais durante a realizagdo
do teste comportamento rotatério. Onde os simbolos representam a média e as barras representam o
erro padrédo da média.

No teste de comportamento rotatério os animais lesionados com lactacistina
apresentaram mais rotacfes ipsilaterais, antes da aplicagdo de apomorfina, ja no
momento de 7 dias em comparagdo com O grupo controle, todavia os animais
lesionados com 6-OHDA demonstraram maiores médias em comparagao com 0 grupo
Lactacistina e o grupo Salina. Nas rotagbes contralaterais o grupo Lactacistina foi
coerente com o grupo 60HDA no comportamento rotatorio em comparagcdo com o
grupo Salina, contudo o grupo Lactacistina demonstrou um melhor resultado nos
momentos de 14, 21 e 28 dias, onde os animais apresentaram mais rotacoes frente

ao controle, sugerindo assim um melhor resultados a longo periodo.

No Quadro 1 e Quadro 2 estdo representados resumidamente os resultados
estatisticamente significantes das comparacdes entre momentos e entre grupos nos

testes executados das analises motoras e ndo motoras.
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COMPORTAMENTO | ENTRE MOMENTOS
Campo aberto
Exp. central 60HDA: 14d<0d

Exp. periférica

60HDA: 14d/28d < 0d

Quant. quadrantes

60HDA: 14d/28d < 0d

Exp. vertical Sem # entre momentos em todos 0s grupos
Autolimpeza Sem # entre momentos em todos 0S grupos
Tempo — Autolimpeza Lactacistina: 14d<0d

Bolos fecais Sem # entre momentos em todos 0S grupos

Suspenséo pela cauda

Tempo — Movimento

Lactacistina: 0d>7d>28d
60HDA: 0d>7d>21d
28d<0d e 7d e 14d

Tempo — Imobilidade

Salina; 14d>0d e 7d e 28d
Lactacistina: sem #
60HDA: 28d>14d>0d e 7d

Avaliacdo da Marcha

CP Lactacistina: 0d>7d e 14d e 21d e 28d
Lactacistina; 7d<0d

DAP 60HDA: 7d<0d

DLL Lactacistina: 0d>7d e 14d e 21d

BS Lactacistina: 0d>7d e 14d e 21d 28d

Comportamento Rotatorio

Contralateral

Lactacistina; 7d<21d e 28d
60HDA: 7d>28d

Ipsilateral

Sem # entre momentos em todos 0s grupos

Quadro 1 — Quadro com resultados das andlises comparativas entre momentos.
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COMPORTAMENTO ENTRE GRUPOS
Salina x Salina x L
Lactacistina 60HDA Lactacistina x 60HDA
Campo Aberto
Exploracéo vertical 14d Lactau_stlna > - -
Salina
Suspenséo pela cauda
. Lactacistina <
Tempo em movimento 7d . - -
Salina
Tempo em movimento 21 e Lactacistina < 60HDA < )
28d Salina Salina
Tempo em imobilidade 14d Lactau_stlna < - -
Salina
Tempo em imobilidade 21d - - 60OHDA > Lactacistina
. . 60HDA > .
Tempo em imobilidade 28d - Salina 60HDA > Lactacistina
Avaliacdo da marcha
Comprimento do passo 21d Lactam_stma < - -
Salina
Desvio anteroposterior 7 e Lactacistina < i i
21d Salina
Desvio laterolateral 14d Lactam_stma < - -
Salina
Base de sustentacdo 14, 21 | Lactacistina < i i
e 28d Salina
Comportamento rotatoério
Rotacao contralateral 7d - GOHPA > -
Salina
~ Lactacistina > 60OHDA >
Rotacéo contralateral 14d Salina Salina -
Rotacédo contralateral 21 e Lactacistina > ) )
28d Salina
Rotacao ipsilateral Lactau_stlna > GOHDA > 60HDA > Lactacistina
Salina Salina

Quadro 2 — Quadro com resultados das andlises comparativas entre grupos.
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5. Discussao.

Neste estudo, pode-se observar que o modelo animal da doenca de Parkinson
com lesdo de lactacistina alterou os padrées de comportamento assim como também
fatores ndo motores nos animais quando comparados com o grupo controle.

A DP acarreta a uma perda progressiva de neurbnios dopaminérgicos,
localizados em sua maioria na SNc, levando a uma reducéo da neurotransmissao de
dopamina no estriado e putamen, levando a sinais e sintomas motores e ndo motores.

Descrito inicialmente por Calvin S. Hall na década de 1930, modificado por P.L.
Broaderhurst na década de 1960, em estudos sobre medo e heranca do
comportamento. O comportamento de deambulacéo e impulso exploratério do animal
estao diretamente associados, assim como a quantidade de bolos fecais expelidos
durante o teste (exceto no primeiro dia de teste) onde este o seu aumento indica sinais
fisiologicos de estresse (WHIMBEY, A.E.; DENENBERG, V. H., 1967; COSTA J.P. et
al., 2014). Ha ainda outros mais parametros de avaliacdo associados ao teste,
atualmente mais de 30 itens sao listados (WALSH, R. CUMMINS, R.A., 1976).

A tigmotaxia (aversdo a ambientes abertos, grandes, iluminados e
desconhecidos e potencialmente perigosas), pode ser avaliada com o teste de campo
aberto, sendo um bom meio de avaliagdo comportamental, comportamentos do tipo
ansioso e/ou depressivo, relativos a atividade corporal, locomocéo dos animais frente
ao paradigma entre exploracdo e aversdo (SEIBENHENER, M. L.; WOOTEN, M. C.
2015; SIMON, P.; DUPUIS, R.E.; CONSTENTIN, J., 1994; SACHS, D.B. et al., 2013;
BOURIN, M. 2015).

Segundo Fraga D.B. et al. (2018) o comportamento de autolimpeza, em direcéo
cefalo-caudal onde o animal realiza a lambedura da pata e posteriormente o
direcionamento a orelhas, face e nariz, além do objetivo principal de cuidado e higiene
do animal é uma caracteristica comportamental, na qual o aumento de sua frequéncia
de atos estéa relacionado a comportamento do tipo ansioso, sendo um dos fendtipos
relacionados ao estresse.

O comportamento de exploracao vertical onde o animal permanece em suas
patas posteriores com apoio de sua calda, onde a baixa frequéncia desse
comportamento é associada como parametro semelhante aos comportamentos dos
tipos ansioso e depressivo (ENNACEUR, A. 2014; STURMAN, O.; GERMAIN, P;
BOHACEK, J., 2017).
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O teste de campo aberto é um teste simples no qual é possivel avaliar tanto a
atividade motora como ndo motora, desde da observacdo na quantidade de
quadrantes percorridos como no desejo de exploragéo associado ao comportamento
do tipo ansioso, sendo assim um aumento de cruzamentos indica uma reducao do
grau do comportamento do tipo ansioso, assim como uma diminuicdo dos
comportamento de autolimpeza e o tempo e execucdes de estdo associadas a sinais
ansioliticos (CHOLERIS, E. et al 2001; PENA, 1.J.I. et al., 2013; MIAO, Y.L. et al,,
2014).

Nesse estudo foi analisado, no decorrer do teste, a frequéncia de
comportamentos de exploracdo horizontal, que € a quantidade de quadrantes
percorridos durante o teste; a exploragao vertical, como sendo a quantidade de
erguimentos realizados pelo animal; além de também a analise de tempo de
comportamentos de autolimpeza e numero de bolos fecais.

Foi possivel verificar que animais lesionados com 6-OHDA apresentaram
menores médias estatisticas quando a quantidade de quadrantes percorridos frente
ao grupo controle, tanto na exploracdo central como na exploracdo periférica, as
meédias foram menores a partir do momento de 14 dias mantendo-se até o momento
final de 28 dias, fato também observado que ha uma maior média de quadrantes
cruzados na periferia em relacdo com regido central, demonstrando assim um sinal
do comportamento do tipo ansioso, conforme o proposto por Simon, P.; Dupuis, R.E.;
Constentin, J., (1994); Sachs, D.B. et al., (2013) e Bourin, M. (2015) na preferéncia do
animal pela regido periférica do campo.

Animais lesionados por LC em comparag¢ao com 0 grupo controle apresentaram
uma menor média estatistica no comportamento de autolimpeza jA no momento de 7
dias, contudo a média do momento de 28 dias é igual estatisticamente aos momentos
zero e 7 dias, demonstrando assim um menor grau do comportamento do tipo ansioso
conforme sugerido por Fraga D.B. et al. (2018).

A maioria dos modelos de avaliacdo de depressédo séo baseados em exposicéo
de um agente estressor de modo agudo ou cronico, com o intuito de desencadear
sinais e sintomas do transtorno, sendo assim o teste de suspencao pela cauda
conforme proposto por Stéru L. et. al (1985) o teste de suspencao pela cauda é um
modelo classico no qual avalia parametros preditivos de depressao, ao expor o animal
ao teste esse apresenta dois tipos de comportamentos, a mobilidade, decorrente na

tentativa de escape, e a imobilidade como sendo a falta de motivacao para escapar.
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Sendo o animal suspenso pela cauda impedido de tocar a superficie do chdo ou até
mesmo de fugir o animal se depara em uma tentativa frustrante até mesmo estressora
fisicamente frente ao seu fracasso (ABELAIRA, H. M.; REUS, G. Z.; QUEVEDO, J.
2013; YANKELEVITCH-YAHAV, R. et al., 2015).

Nesse teste 0 animal passa por situacdes de estresse, a um estado de
“desespero comportamental”’ e apresenta comportamentos distintos, desde a agitacéo
na tentativa de escape como a imobilidade “desisténcia ou fracasso”. O impedir o
animal de tocar o piso e de fugir, o conflito entre o estresse fisico gerado pela tentativa
de fuga sem sucesso e a motivacado para continuar tentando, ha um ponto onde
provavelmente o estresse fisico ultrapassa a motivacao, e o animal assume postura
imovel (com o corpo e cabeca alongados, patas anteriores unidas e traseiras
separada) e esse aspecto tanto a duragcdo como frequéncia se eleva ao longo do
tempo. O tempo de imobilidade (definido com o TMO em que o animal permanece
pendurado passivamente e imovel) é considerado um parametro indicativo de
depressdo (STERU L. et. al 1985). Esse comportamento de imobilidade frente a
situacao de estresse inescapavel, resulta a um estado de desespero comportamental,
sendo assim comparado e relacionado ao estado de depressivo em humanos
(MACHADO, D.G. 2012).

De acordo com os dados analisados os animais lesionados com lactacistina
apresentaram uma queda significativa do tempo em movimento, assim como 0S
animais lesionados com 6-OHDA também apresentaram uma diminuicdo da
motilidade, assim como esperado 0 seu inverso que o tempo em imobilidade, houve
um aumento ja no momento de 7 dias, sendo os animais lesionados com 6-OHDA que
apresentaram diferencas estatisticas entre o grupo experimental, ndo obstante o
aumento do tempo de imobilidade dos animais do grupo Lactacistina também se
elevou durante os momentos.

Tais achados demonstram que animais lesionados com 6-OHDA e lactacistina
apresentam indicagbes do comportamento do tipo depressivo fato ndo observado nos
animais do grupo controle, os resultados obtidos nesse estudo corroboram com os
encontrados por Machado, D.G. (2012), Abelaira, H. M.; Réus, G. Z.; Quevedo, J.
(2013); Yankelevitch-Yahav, R. et al., (2015), onde animais lesionados por 6-OHDA
apresentaram os mesmos achados.

A avaliacéo funcional da marcha foi realizada de acordo com o método descrito

por Hruska et al.(1979), modificado por Kunkel-Bagden, E.; Dai, H N.; Bregmann, B.
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S. 1993) e Clarke e Still (2001). . Na maioria das afericbes, as pegadas das patas
posteriores sdo impressas atras das pegadas das patas anteriores, contudo, com
ainda uma grande sobreposi¢ao entre elas (MULLENIX; NORTON; CULVER, 1975)

Uma das avaliacdes funcionais motoras estudadas nessa pesquisa € verificar
alteracbes da marcha e do equilibrio dos animais lesionados com 6-OHDA e
lactacistina comparados com um grupo controle, sendo possivel verificar alteracbes
no comportamento motor decorrentes da depressdo de dopamina, assim a
instabilidade postural e altera¢cdes na marcha um fato também observado na fase final
da doenca de Parkinson (DELFINO, M.A. et al.,2004).

Como a diminuicdo do comprimento do passo, marcha festinante, 0 aumento
da frequéncia de passos assim como a diminuigdo na uniformidade do padréo de
marcha sdo exemplos das mudancas ocorridas pela diminuicdo de dopamina,
presente e caracteristica da DP, assim o0s animais lesionados com lactacistina
assemelharam aos sinais e sintomas da DP em humanos conforme estudos de
Pothakos, K.; KURZ, M.J.; Lau, Y. (2009), também como sugerido por Chen, L.; Yung,
W. H. (2004), a diminuicdo do neurotransmissor dopamina leva a uma reducdo nos
disparos de impulsos espontaneos do globo palido, contribuindo assim com sintomas
hipocinéticos da DP.

Ha relato que animais lesionados por 6-OHDA com intuito de investigacao na
dindmica de marcha, em comparagao com grupo controle a 6-OHDA néao foi eficaz em
demonstrar diferenca significativa no teste de avaliacdo da marcha, (comprimento do
passo, base de sustentacao, desvios lateros-laterais e antero-posterior), assim como
observado por Bonito-Oliva, A.; MASINI, D.; Fisone, G. (2014) fato qual foi similar em
nosso estudo.

Nesse estudo a lactacistina se mostrou mais eficaz na assimilagdo dos
sintomas da DP, observado no teste de avaliagcdo da marcha. Pode-se observar que
animais lesionados com lactacistina apresentaram uma diminuicdo do comprimento
do passo, ja no momento de 7 dias, fato ndo observado com significancia estatistica
no grupo tratado com 6-OHDA, observado também uma reducéo das meédias aferidas
do desvio anteroposterior e do desvio latero-lateral, e base de sustentacao.

O teste de comportamento rotatério ja amplamente utilizado em modelos
experimentais com o intuito de avaliar a perda neuronal dopaminérgica presente na
DP, sendo um teste bem sensivel para lesdes no estriado. Sendo o comportamento

rotacional visivel em animais com diversos estagios de perda neuronal. Também
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utilizado para avaliar assimetria funcional dos animais com que sofreram lesGes
unilaterais, pois esse modelo de lesdo da DP permite que seja pesquisados meios de
intervencao terapéutica tanto de agentes neuro protetores e também de recuperacao
comportamental (OLSSON, M. et al., 1995).

Estudos sugerem que o comportamento rotatorio apresenta um significado
pato-fisiolégico, onde as rotagbes contralaterais ndo somente representam uma
atividade antiparkinsoniana, mas indicam a habilidade de induzir discinesias sendo
usadas como estudo do potencial farmacol6gico antiparkinsonianos. As drogas para
tratamento sintomatico da DP foram primeiramente avaliadas nas suas capacidades
de induzir rotacbes (SCHNEIDER, M.B. et al.,1984; FUKUZAKI, K.; KAMENSONO, T.;
NAGATA, R. 2000; PRIKHOJAN, A.; BRANNA, T.; YAHR, M.D. 2000; LANE, E.L.;
CHEETHAM, S.C.; JENNER, P. 2006).

Ao animal ser estimulados com agonistas diretos dos receptores
dopaminérgicos com apomorfina, o que estimula tanto receptores D1 quanto D2, os
animais apresentam um comportamento de rotagdo contralateral ao lado no qual ha
maior atividade, ou seja, hd& um aumento de atividade motora no lado contralateral &
lesdo, pois ocorre a estimulagcdo induzida por desenervacdo dos receptores
dopaminérgicos D2 hipersensibilizado no estriado lesado. Essa rotacao contralateral
induzida por apomorfina esta relacionada com alteragdes funcionais dos receptores
de dopamina, sendo também um indicador quantitativo da fungc&o da DA pos-sinéptica,
e 0 aumento de receptores D2 no estriado desnervado (WADDINGTON, A.J. et al.,
1979; SCHWARTING, R.K.W. e HUSTON, J.P. 1996).

Segundo Husson J.L. et.al (1993) o comportamento rotatdrio € presente com
valores de 90% de perda neuronal; ja Lee C.S., Sauer H. e Bjorklund A. (1996) esse
valor € de 60 a 80%. Deumens R., Blokland A. e Prickaerts J. (2002) e HEFTI et al.,
(1980) sugerem a perdas de aproximadamente 50% dos neurdnios dopaminérgicos
presentes da SN. H4 também uma forte correlacédo entre as rotacdes induzidas por
apomorfina e o percentual da lesao no tecido neuronal (CARMAN, L.S.; GAGE, F.H,;
SHULTS, C.W. 1991).

Nesse teste tem-se a possibilidade de avaliar os resultados tanto de modo
quantitativo como qualitativo, sendo utilizado para determinar os efeitos das lesdes
unilaterais, a funcdo dopaminérgica poOs-singptica e a hipersensibilidade dos
receptores no estriado e nucleos da base. O comportamento rotatorio é utilizado com

o intuito de descrever e determinar o grau das lesfes unilaterais, sua utilizacéo € viavel



60

pois a obtencdo de dados é realizada de modo simples, ndo despendendo maiores
recursos financeiros e ndo €& necessario um treinamento prévio do animal
(SCHWARTING, R.K.W. e HUSTON, J.P. 1996).

Foi observado por Ungerstedt & Arbuthnott (1970) e Ungerstedt (1996), que
animais com lesdo unilateral provocada por 6-OHDA apresentavam rotacdo em
direcdo ao mesmo lado lesado, assim como uma postura direcionada ao mesmo lado.
Espera-se avaliar se 0 mesmo fato ocorre com animais do grupo LC.

No teste de comportamento rotatério realizado nesse estudo nao foi possivel
verificar um aumento significativo quanto a quantidades de rotacdes espontaneas,
ipsilaterias, tdo pouco a rotacdes contralaterais apos tratamento com apomorfina,
frente a estudos anteriores. Entretanto ndo se pode somente através do teste de
comportamento rotatério avaliar a severidade da deplecdo de dopamina, quanto a
quantidade de comportamentos rotatérios observados nesse estudo, (média < 10 para
n=10 nos grupos), durante o periodo avaliado, pois em outros estudos a quantidade
de rotagBes sendo espontaneas e/ou induzidas possuem médias com trés digitos
(HERRERA.M.; UNGERSTEDT, U. 1984; ISHIDA,Y.; et.al. 2005; GREGORIO. L.,M.
2007; NUNES. A.,C.,L.; 2015; VECCHIA D.D. et al., 2015).

Esse estudo demonstrou que os animais lesionados com lactacistina
apresentaram um maior comportamento rotatorio ja significativo na primeira semana
apos o tratamento, e a média de comportamentos rotatorios induzidos por apomorfina
foi elevando com o passar dos momentos, fato ndo observado no grupo de animais
lesionados com 6-OHDA, quais nao apresentaram mudancas significativas no
comportamento rotatorio durante todo o periodo do teste, fato qual vem de encontro
ao proposto em estudos anteriores quanto ao comportamento de animais lesionados
por 6-OHDA.

Faz-se necessario a realizacao de novos estudos para determinar a posologia
de lactacistina para que se possua um efeito significante no comportamento rotatorio
guando ao ja conhecido de modelos experimentais de 6-OHDA. Nesse estudo utilizou-
se adose de 3ug de 6-OHDA, e de 5ug de lactacistina, contudo os animais lesionados
com lactacistina apresentaram melhores resultados, demonstrando assim que houve
a perda neuronal dopaminérgica, devido as rotacdes conforme demostrado por
Schwarting, R.K.W. e Huston, J.P. (1996).

Nesse estudo observamos que no teste de campo aberto animais lesionados

por 6-OHDA apresentaram uma menor média de quadrantes percorridos quanto ao
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grupo Lactacistina apenas o tempo de autolimpeza foi menor estatisticamente frente
aos outros dados, e esses achados demonstram um maior nivel de comportamento
do tipo ansioso nos animais de ambos os grupos.

No teste de suspencdo pela cauda os animais do grupo Lactacistina
apresentaram com maior quadro caracteristico do comportamento do tipo depressivo
devido a diminuicdo significativa do tempo em movimento quando submetido ao
estresse ocasionado pelo teste.

Os animais do grupo Lactacistina pode se observar que apresentaram uma
maior dificuldade motora conforme o teste de avaliacdo da marcha em que as médias
do comprimento do passo, desvios anteroposteriores e laterolateral e base de
sustentacao foram menores comparadas aos animais do grupo controle e 6-OHDA. A
lactacistina se demonstrou mais eficaz em apresentar comportamento rotatorio
contralateral apds inducéao por apomorfina, fato ndo observado no grupo 6-OHDA.

Sendo um modelo de pesquisa inovador a lesdo por LC assemelha-se com a
patogénese da DP, devido ao processo de falha do UPS, firmando a construcdo de
conhecimentos de suma importancia para futuros avancos na investigacdo dos
mecanismos subjacentes da neurodegeneracdo, também para testes clinicos e
farmacoldgicos para o tratamento ou prevencao dessa doenca.

Assim é sugerido que sejam realizados novos estudos a fim de se esclarecer e
estabelecer parametros para modelos experimentais de sinais e sintomas motores e
nao motores da doenga de Parkinson, que sejam capazes de melhor mimetizar aos
sinais e sintomas em seres humanos, favorecendo assim estudos e pesquisas para

possiveis tratamentos ou procedimentos inibitorios.
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6. Concluséao.

O modelo experimental por lactacistina apresentou um melhor resultado em
dificuldades motoras, evidenciado pelos testes de avaliacdo da marcha e

comportamento rotatério, em analises entre momentos.

Ambas as drogas apresentaram eficazes quanto aos efeitos nao motores, a 6-
OHDA mais evidente no teste de campo aberto e a lactacistina no teste de suspencéo

pela cauda.

A lactacistina se mostrou eficaz em demonstrar alteragdes motoras e néo
motoras nos testes de suspensao pela cauda, avaliacdo da marcha e comportamento
rotatorio em comparacao com a 6-OHDA. Frente aos testes e seus resultados animais
do grupo Lactacistina apresentaram um melhor desempenho em demonstrar efeitos

de sinais e sintomas da doenca de Parkinson, do que os animais do grupo 6-OHDA.
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