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Resumo

Introducdo: A doenca de Parkinson é uma doenca neurodegenerativa crénica complexa que afeta o sistema dopaminérgico e atinge cerca
de 3% da populacdo mundial acima de 50 anos. Clinicamente, a doenca de Parkinson ndo é diagnosticada antes da manifestagdo dessas
dificuldades locomotoras, o que contribuiu para o diagndstico tardio da doenca e a dominancia de modelos animais de estudos baseados
nessas caracteristicas. Embora o uso de modelos animais seja limitado em diversos aspectos, devido as diferencas genéticas, anatomicas
e funcionais entre murinos e humanos, muito do nosso conhecimento a respeito da patofisiologia da doenca é devido ao uso destas
ferramentas. Objetivos: Estabelecer modelo de estudo da doenca de Parkinson, reprodutivel e validado por testes comportamentais e
imuno-histoquimicos. Método: O modelo murino de lesdo unilateral induzida pela 6-hidroxidopamina (6-OHDA) foi realizado por meio de
cirurgia estereotaxica para administragdo intracranicana, no feixe medial do encéfalo anterior (MFB). A toxina foi infundida a uma taxa
de 1uL/min, e a canula foi deixada no lugar por 3 min antes da retirada. Para limitar os danos nos neuronios noradrenérgicos, cloridrato
de desipramina (10 mg/kg, i.p) foram administrados 30 min antes da injegdo de 6-OHDA. Os animais controles foram submetidos ao
mesmo procedimento estereotaxico, mas com solugdo salina. A validacdo do modelo foi feita por meio de testes comportamentais,
sensoriomotores, sensiveis as diferencas sutis da fungdo dos ganglios basais. Os testes comportamentais foram complementados pela
andlise imuno-histoquimica de tirosina hidroxilase, a enzima responsavel sintese de dopamina. Resultados: Os testes comportamentais
mostraram comportamento letargico para os ratos do grupo 6-OHDA em relagdo ao grupo controle e a quantificacdo dos neurdnios reativos
a tirosina hidroxilase confirmou o modelo de Parkinson proposto devido a menor quantidade de neurdnios no nicleo da substancia negra
do hemisfério cerebral lesionado em comparagao ao nucleo ndo lesado do outro hemisfério. Conclusdo: O estabelecimento de um modelo
de Parkinson nos nossos laboratérios permitira o desenvolvimento futuro de diversos estudos sobre essa condigdo clinica.

Palavras-chave: Doenga de Parkinson. Doenga cronica. Testes laboratoriais.

Abstract

Introduction: Parkinson's disease is a complex chronic neurodegenerative disease, damaging the dopaminergic system and affecting
about 3% of the world population over 50 years. Clinically, Parkinson's disease is not diagnosed prior to the manifestation of these
locomotor difficulties, thus contributing to the late disease diagnosis and to the dominance of animal models of studies based on these
characteristics. Although the use of animal models is limited in several aspects due to genetic, anatomical and functional differences
between murine and human, much of our knowledge about the pathophysiology of the disease is due to the use of these tools.
Objectives: To establish Parkinson's disease study models, reproducible and validated by behavioral and immunohistochemical tests.
Method: The murine model of unilateral lesion induced by 6-hydroxydopamine (6-OHDA) was performed by stereotactic surgery for
intracranial administration in the medial bundle of the forebrain (MFB). The toxin was infused at a rate of 1L/ min, and the cannula
was left in place for 3 min prior to withdrawal. To limit damage to noradrenergic neurons, desipramine hydrochloride (10 mg/kg, i.p)
was given 30 min prior to 6-OHDA injection. Control animals were submitted to the same stereotaxic procedure, but with saline solution.
Model validation was made through behavioral, sensorimotor tests, sensitive to subtle differences of basal ganglia function. Behavioral
tests were complemented by immunohistochemical analysis of tyrosine hydroxylase, the enzyme responsible for dopamine synthesis.
Results: The behavioral tests showed lethargic behavior for the 6-OHDA group rats in relation to the control group, and the quantification
of tyrosine hydroxylase reactive neurons confirmed the Parkinson's proposed model due to the smaller number of neurons in the black
substance nucleus of the injured cerebral hemisphere in comparison to the uninjured nucleus of the other hemisphere. Conclusion: The
establishment of a Parkinson's model in our laboratories will allow the future development of several studies on this clinical condition.

Keywords: Parkinson disease. Chronic disease. Laboratory test.

Resumen

Introduccion: La enfermedad de Parkinson es una enfermedad neurodegenerativa cronica compleja que afecta al sistema dopaminérgico
y alcanza cerca del 3% de la poblacién mundial por encima de 50 afos. Clinicamente, la enfermedad de Parkinson no se diagnostica antes
de la manifestacion de esas dificultades locomotoras, lo que contribuyd al diagndstico tardio de la enfermedad y la dominacion de modelos
animales de estudios basados en esas caracteristicas. Aunque el uso de modelos animales es limitado en diversos aspectos, debido a las
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diferencias genéticas, anatdmicas y funcionales entre murinos y humanos, mucho de nuestro conocimiento acerca de la patofisiologia
de la enfermedad es debido al uso de estas herramientas. Objetivos: Establecer modelos de estudio de la enfermedad de Parkinson,
reproducibles y validados por pruebas conductuales e inmuno-histoquimicos. Método: El modelo murino de lesion unilateral inducida por
la 6-hidroxidopamina (6-OHDA) fue realizado por medio de cirugia estereotaxica para administracion intracraneal, en el haz medial del
encéfalo anterior (MFB). La toxina fue infundida a una tasa de 1uL/min, y la canula fue dejada en el lugar por 3 min antes de la retirada.
Para limitar los dafios en las neuronas noradrenérgicas, el clorhidrato de desipramina (10 mg / kg, i.p) se administré 30 minutos antes
de la inyeccion de 6-OHDA. Los animales controles fueron sometidos al mismo procedimiento estereotaxico, pero con solucion salina. La
validacion del modelo fue hecha por medio de pruebas conductuales, sensoriomotores, sensibles a las diferencias sutiles de la funcion
de los ganglios basales. Las pruebas de comportamiento se complementaron con el andlisis inmuno-histoquimico de tirosina hidroxilasa,
la enzima responsable de sintesis de dopamina. Resultados: Las pruebas comportamentales mostraron comportamiento letargico para
las ratas del grupo 6-OHDA en relacion al grupo control y la cuantificacion de las neuronas reactivas a la tirosina hidroxilasa confirmé
el modelo de Parkinson propuesto debido a la menor cantidad de neuronas en el nucleo de la sustancia negra del hemisferio cerebral
lesionado en comparacion con el nlcleo no dafiado del otro hemisferio. Conclusion: El establecimiento de un modelo de Parkinson en

nuestros laboratorios permitira el desarrollo futuro de diversos estudios sobre esa condicion clinica.

Palabras clave: Enfermedad de Parkinson. Enfermedad crdnica. Prueba de laboratorio.

INTRODUGAO

A doenga de Parkinson (DP) é uma doenga
neurodegenerativa cronica complexa que afeta o sistema
dopaminérgico e atinge cerca de 3% da populagdo
mundial acima de 50 anos'. A condicdo incapacitante
é associada principalmente a perda progressiva de
neur6nios dopaminérgicos na substancia negra e o
desenvolvimento de inclusdes neuronais, denominadas
corpos de Lewy, em areas corticais e subcorticais do
encéfalo?. Suas principais manifestagdes fisicas sdo a
bradicinesia (lentiddo anormal dos movimentos), rigidez,
instabilidade postural e tremores. Clinicamente, a DP ndo
€ diagnosticada antes da manifestacdo dessas dificuldades
locomotoras, o que contribuiu para o diagndstico tardio
da doenca e a dominancia de modelos animais de
estudos baseados nessas caracteristicas. Entretanto,
a DP inclui outras manifestacbes ndao motoras como
insOnia e outras anormalidades do sono (que afetam
60-98%

(70% dos pacientes), ansiedade e depressao (40% dos

dos pacientes), disturbios gastrointestinais
pacientes), apatia, anedonia e deméncia, que impactam
profundamente a qualidade de vida dos pacientes®*.

O modelo murino de lesdo unilateral induzida pela
6-hidroxidopamina (6-OHDA) recebe particular interesse.
Devido a sua similaridade estrutural com a dopamina,
a 6-OHDA ¢é captada pelos transportadores ativos de
dopamina (DAT) e desempenha atividade neurotdxica
altamente especifica sobre os neuronios dopaminérgicos®.
Porém, uma vez que o composto ndo atravessa a barreira
hemato-encefalica, a execucdo da cirurgia estereotaxica é
necessaria para administracdo intracranicana da 6-OHDA
no feixe medial do encéfalo anterior (MFB)t. O dano toxico

promovido pelo composto promove o desequilibrio na

transmissdao de dopamina entre os hemisférios cerebrais,
afetando as vias mesoestriatal, com funcdao motora, e
mesocorticolimbica, de fungdo cognitiva“.

Enquanto nosso conhecimento da DP ainda é
rudimentar, o desenvolvimento de modelos de estudo
animal, utilizando abordagens genética e o uso de toxinas
especificas, possibilitaram nosso conhecimento dos
mecanismos patofisioldgicos da doenca e permitem o teste
de novas terapias*. Considerando que fatores ambientais
e a suscetibilidade genética atuam no surgimento e
desenvolvimento da doenga, possivelmente os modelos de
resultado futuro mais promissor sejam os que combinam
modelos que consideram estas duas abordagens’.

Embora o uso de modelos animais seja limitado
em diversos aspectos, devido as diferencas genéticas,
anatdmicas e funcionais entre murinos e humanos, muito
do nosso conhecimento a respeito da patofisiologia
da DP é devido a estas ferramentas. O aprimoramento
dos modelos de estudo, atualmente, busca incorporar
estas caracteristicas na avaliagdo dos animais, visando o

desenvolvimento de regimes terapéuticos mais eficientes.

MATERIAL E METODO
Animais

Ratos Wistar obtidos na Unidade Diddtica de
Pesquisas Experimentais (UDPE-FIPA), pesando entre 250
e 300g, foram mantidos em gaiolas com agua e ragao
ad libidum, em sala com temperatura controlada (24
+ 1 °C). Apds a cirurgia os animais permaneceram em
gaiolas individuais. Os experimentos foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais de Experimentacdo
(CEUA) das Faculdades Integradas Padre Albino (FIPA)
(Protocolo n°. 16.08.23-03).
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Cirurgia de estereotaxia

Para a realizagdo das cirurgias estereotaxicas os
animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal
de 0,2 ml/100g de ketamina e 0,05 ml/100g de xilasina.
Também, 30 minutos previamente as cirurgias, 0s
animais receberam injecao intraperitoneal de 10 mg/kg
de desipramina, droga utilizada para limitar os danos nos
neurénios noradrenérgicos.

Para inducdgo do MP, foi realizada uma
microinjecdo, através de uma agulha dental presa a guia
do aparelho estereotaxico, de 8 pug 6-OHDA diluido em 4
WL de 0,1% de acido ascorbico?, seguindo as coordenadas:
-4,4 mm antero-posterior a partir do bregma, +1,2 mm
lateral e -8,2 mm dorso-ventral a partir da pia-mater®,

visando atingir o MFB (Figura 1). Para as microinjecdes

foi utilizada uma seringa Hamilton de 10 pL conectada a
uma canula PE-10 na agulha dental de injegao (16 mm)
A microinjegdes foram feitas em um periodo de 2 minutos
utilizando-se uma bomba de microinjecdo (/nsight, Modelo:
EFF 311, Brasil), sendo a agulha removida do encéfalo do
animal 1 minuto apds o término da injecdo para evitar o
refluxo do liquido perfundido. Ao final das intervengdes
cirdrgicas os animais foram tratados com 0,1 ml/100g de
Banamine (analgésico, antitérmico e anti-inflamatdrio) e
0,05 ml/100g de Flotril (antibiotico).

Foram utilizados cinco animais para indugdo do
MP (grupo 6-OHDA) e mais cinco animais para 0 grupo
controle, sendo que este recebeu na cirurgia de esterotaxia

microinjecdo de 0,1% de acido ascorbico (grupo Veiculo).

Figura 1 - Coordenadas estereotaxicas da cirurgia de indugdo do MP: Imagem do “plate 70", seta indica local proximo das coordenadas -4,4 mm antero-
-posterior a partir do bregma, +1,2 mm lateral e -8,2 mm dorso-ventral a partir da pia-mater, nicleo MFB°
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Testes comportamentais

Diversas medidas comportamentais (independente
do estimulo por drogas especificas) permitem o estudo
da eficacia da indugdao dos modelos murinos?. O teste
escolhido foi o “Teste do cilindro de Schallert”. O teste
do cilindro € utilizado para avaliar o uso espontaneo dos
membros dianteiros durante o comportamento exploratorio
e possibilita a deteccdo de assimetrias do suporte postural
enguanto o animal esta levantado sobre as patas traseiras

1 2 3 4 5 o 7

(Figura 2A)1. Para isso, uma semana apés a cirurgia de
inducdo do MP, o animal em teste foi posicionado dentro
de um cilindro transparente de 20 cm de didmetro e 30 cm
de altura (Figura 2B) que encoraja a exploragao vertical.
A duragdo da analise do comportamento do animal dentro
do cilindro foi de 30 minutos ou até que se atingissem 20
levantamentos. A proporgao de contatos com a parede do
cilindro realizados com os membros dianteiros foi anotada

e determinada pela analise do percentual de uso do
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membro afetado (Tabela 1). Segundo a literatura, durante
a exploragdo de superficies verticais, um animal intacto
tipicamente se apoia igualmente sobre os dois membros

dianteiros. Entretanto, apds a lesdo unilateral, os animais

passam a depender mais fortemente do membro dianteiro
intacto/ileso'2. Foram realizados quatro testes em cada

animal, sendo um por semana.

Figura 2 - Teste do cilindro de Schallert. A) Animal levantado sobre as patas traseiras com ambos membros dianteiros apoiados na parede do cilindro*?;
B) Ilustragdo esquemdtica do teste (Disponivel em http://sbfnl.stanford.edu/images/cylinder.gif); C) Vista superior do animal evidenciando apoio da cauda
(Disponivel em http://blog.globalhealthportal.northwestern.edu/wp-content/uploads/2012/08/Screen-Shot-2012-07-05-at-11.17.58-PM-300x275.png); D)
Animal pré-lesionado apoiado em ambas as patas (*= pata ndo lesionada, + = pata lesionada) e lesionado pela indugdo com 6-OHDA, apoiado somente

na pata contralateral
A B

C

D Pre Lesion

After 6-OHDA

Tabela 1 - Modelo de tabela utilizado para anotacdo do uso dos membros
no teste do cilindro de Schallert

TESTE DO CILINDRO
Data do teste:
Periodo do teste:
Grupo
experimental:
CONTATOS
CONTATOS
ANIMAL __ IPSILATERAIS CONTRALATERAIS

(ambos os membros)
Levantamento 1
Levantamento 2
Levantamento 3
Levantamento 4
Levantamento 5
Levantamento 6
Levantamento 7
Levantamento 8
Levantamento 9
Levantamento 10
Levantamento 11
Levantamento 12
Levantamento 13
Levantamento 14
Levantamento 15
Levantamento 16
Levantamento 17
Levantamento 18
Levantamento 19
Levantamento 20

SOMA:

CONTATOS
BILATERAIS:

TOTAL

Tempo avaliado:

Perfusdo e coleta do encéfalo

Apos realizadas as cirurgias e o0s testes
comportamentais, 0s animais foram novamente
anestesiados intraperitonealmente com 0,2 ml/100g
de ketamina e 0,05 ml/100g de xilasina e, apds a
confirmacdo da anestesia profunda, foram perfundidos
transcardiacamente com solucdo tampao fosfato salina,
0,01M (PBS, pH 7.4) para lavagem do cérebro seguida por
solucdo de paraformaldeido 4% (PFA) em 0,2 M de PB
para fixacao do tecido. Os cérebros foram removidos, pos-
fixados em formol a 10% e processados para inclusao em

parafina e microtomia.

Analises imuno-histoquimicas

Os estudos imuno-histoquimicos foram realizados
em seccdes de 5 pym das amostras dos grupos. Para
confirmacdo do MP, foi realizada reacdao de imuno-
histoquimica para tirosina-hidroxilase (TH) (Merck, USA)
diluido na proporgao 1:1.000 em solugao tampao de fosfato
(BSA) a 1%. Os cortes foram preparados em laminas
gelatinizadas e apds a recuperacao antigénica e o bloqueio
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foram incubados em 2 horas com o anticorpo primario
em camara Umida em temperatura ambiente. Feito isso,
os cortes foram novamente lavados e incubados com o
anticorpo secundario biotinilado (kit Zymed Invitrogen)
e, a seguir, em substrato diaminobenzidina (DAB)
(kit Zymed Invitrogen) para revelagdao, contracorados
com Hematoxilina e montados. Procedemos a anélise
quantificando os neurdnios reativos para TH no nucleo da

substancia negra.

Analise dos dados

Os resultados foram expressos como média *
EPM. AlteragGes na ventilagao foram avaliadas por anélise
de variancia (ANOVA) para medidas repetidas seguida pelo
teste de mlltiplas comparagGes de Bonferroni. Valores de
p<0,05 foram considerados significativamente diferentes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises comportamentais que consideraram
os levantamentos com cada um dos membros no “Teste
do cilindro de Schallert” evidenciaram comportamento
letargico para os ratos do grupo 6-OHDA em relacdo
ao grupo Veiculo (Figura 3). Embora ndo tenha sido
observada diferenca estatistica significativa, o que se
deve a maior variagdo encontrada nos animais 6-OHDA,
nossos resultados estdo de acordo com os encontrados na

literaturat213,

Figura 3 - Média de levantamentos por minuto realizados pelos animais

1 Veiculo
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1° te 2° te 3° te 4° te
Na sequéncia dos nossos estudos e para validagdo
dos resultados, os testes de comportamento foram

complementados pela analise imuno-histoquimica da TH,
a enzima responsavel sintese de dopamina. A auséncia
de imunomarcagdo nos neuronios reativos a TH confirmou
0 MP evidenciando a morte dos neur6nios no ntcleo da
substancia negra do hemisfério cerebral lesionado (Figura
4D) em comparacao ao nucleo ndo lesado do outro
hemisfério (Figura 4C) e aos nucleos dos hemisférios
cerebrais lesados (Figura 4B) ou ndo (Figura 4A) dos
animais do grupo veiculo. A injecdo de 6-OHDA provoca
a auséncia praticamente completa de corpos celulares ao
redor do local de administracdo no cérebro dos animais'*.
A auséncia de células TH positivas nas regides cerebrais
A9 e A10 ¢ indicativa de degeneracdo acentuada, uma

vez que estas regides sdo profundamente afetadas na DP.*

Figura 4 - Imuno-histoquimica para TH. Grupo controle (veiculo), (A) nu-
cleo da substancia negra intacta e (B) lesada com reatividade para TH.
Grupo 6-OHDA, (C) nlcleo da substancia negra intacta com reatividade
para TH e (D) lesada sem reatividade para TH

Nucleo da Substancia Negra

do hemisfério cerebral intacto
A

Nucleo da Substancia Negra
do hemisfério cerebral lesado

oy 2
5 5

6-OHDA

CONCLUSAO

Nossos resultados confirmam a inducdo do
MP, por meio de alteracdes comportamentais e imuno-
histoquimicas importantes. A validacdo do modelo de
Parkinson abre possibilidades interessantes para novas
pesquisas que busquem o melhor entendimento da

doenga, na busca por alternativas terapéuticas.
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