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Resumo

Os sintomas pré-motores da doenca de Parkinson (DP)
englobam diversas alteragdes emocionais, olfatorios e cognitivos,
podendo ser observados anos antes das alteracbes motoras. O
desenvolvimento de terapias neuroprotetoras nos estagios iniciais da
doenca pode ser determinante na sua evolucdo, neste aspecto o
enriquecimento ambiental tem demonstrado efeitos significantes em
diversas doencas degenerativas. O objetivo do trabalho foi avaliar se
baixas doses de reserpina em ratos poderiam constituir um modelo pré-
motor da DP induzindo déficits cognitivos e/ou emocionais, bem como
avaliar o efeito protetor do ambiente enriquecido nesses prejuizos.
Foram avaliadas as alteracBes cognitivas, emocionais, olfatrias e
motoras induzidas pela reserpina nas doses de 0,5 e 1,0 mg/Kg,
administrada por via intraperitoneal, em ratos Wistar adultos machos.
Na maior dose, 0s animais apresentaram comportamento tipo-
depressivo, nos testes de nado forcado e consumo de sacarose, prejuizos
olfatorios, no teste da discriminacdo olfatoria, enquanto na menor dose
0s animais tiveram prejuizo no condicionamento olfatério de medo,
apesar de manter a capacidade de discriminar odores. Estes resultados
sugerem que 0 prejuizo no condicionamento olfatério, relacionado a
doenca de Parkinson, pode ser uma alteracdo inicial dessa patologia e a
sua avaliacdo pode contribuir para a determinacdo de modelos pré-
motores da DP. Adicionalmente, foram avaliados os efeitos da
exposicdo de ratos ao enriquecimento ambiental, durante 10 semanas,
sobre os testes onde os animais do ambiente padrdo apresentaram
prejuizos induzidos pela reserpina. Com excecdo do consumo de
sacarose, 0 enriquecimento ambiental protegeu os danos olfatdrios,
emocionais e cognitivos induzidos pela droga. Esses resultados sugerem
que o meio de criacdo tem papel importante na progressdo da doenca de
Parkinson, podendo ser visto como uma estratégia neuroprotetora.
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Abstract

Non-motor dysfunctions in Parkinson’s disease (PD) such as
emotional, olfactory and cognitive abnormalities are common and may
precede motor impairment for years. The development of
neuroprotective therapies in early stages of PD can be decisive in its
evolution. In this aspect the environment enrichment (EE) has
demonstrated significant effects in several neurodegenerative diseases.
The object of this work was assess whether the treatment with reserpine
in low doses could induce deficits in olfactory emotional processing, as
well as to evaluate the protective effect of EE on these impairments. We
evaluated the cognitive, emotional, olfactory and motor damages
induced by reserpine in doses of 0.5 and 1.0 mg/kg in adult male Wistar
rats. At the highest dose, the animals showed depressed-like behavior in
the forced swim test and sucrose intake, olfactory loss in the olfactory
discrimination test, whereas the lowest dose induced impaired olfactory
fear conditioning, despite having the ability to discriminate odors. These
results suggest that the impairment in olfactory conditioning related to
Parkinson's disease could be considered a good test to evaluate
preclinical models of DP. Additionally, we assessed the effects of
exposure to EE, by 10 weeks, on the damage induced by reserpine in
animals raised in standard environment. Except the sucrose intake test,
the environmental enrichment protected olfactory, emotional and
cognitive changes drug-induced. These results suggest that the life
experiences are important for the progression of Parkinson's disease and
may be seen as a neuroprotective tool.

XVii






1. INTRODUCAO
1.1 Doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa
de elevada prevaléncia na populacdo mundial, atingindo 1% dos
individuos com mais de 65 anos (Stoof et al., 1999; Mayeux, 2003). No
Brasil, de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(2000), existem aproximadamente 222 mil parkinsonianos, sendo que
2% dos brasileiros acima dos 60 anos sdo acometidos por esta sindrome.

A DP foi descrita pela primeira vez por James Parkinson em
1817. Naquela ocasido apenas os sintomas motores classicos, tais como
rigidez muscular, tremores e bradicinesia foram incluidos em sua
definicdo (Parkinson, 2002). Os sintomas mais descritos na DP provéem
do déficit motor, os quais sdo determinantes para confirmacdo do
diagnostico clinico da doenca. Ela é progressiva e esses sintomas
aparecem até 18 anos ap0s o inicio da doenca (Halliday et al., 2006),
onde 70% dos neurdnios dopaminérgicos se apresentam degenerados
(Bezard et al., 2001).

O envelhecimento é um importante fator relacionado com o
aparecimento dessa patologia, porém ja foram identificados outros
fatores externos que podem aumentar a incidéncia da doenca, tais como:
traumatismos cranianos (Stern et al., 1993; Vanitallie, 2008), disfuncdes
mitocondriais, producdo de radicais livres (Langston, 1996), e estilo de
vida (Frigerio et al., 2005). O componente genético também pode ser
um fator de risco para o desenvolvimento da DP. Na busca por possiveis
genes envolvidos na DP, foram relatadas diferentes muta¢Ges nos genes
da a-sinucleina (Polymeropoulos et al., 1997; Zarranz et al., 2004), da
proteina parquina (Kitada et al., 1998) e DJ1 (Hague et al., 2003). Estas
mutacdes podem aumentar a deposicdo de corpos de Lewy ou inclusdes
de poliglutaminas nas células neurais (Hardy, 2010).

A DP deve ser diferenciada do parkinsonismo secundario, que
ocorre devido a processos que danificam os ganglios da base e suas
conexdes ou, prejudicam suas fungdes, podendo ser por drogas, tais
como, neurolépticos e antieméticos (Ahlskog, 2001; Frigerio et al.,
2005), apds infecgdes virais, por doencas imunes, vasculares, e através
de toxinas como o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), o
manganés, e o cianeto (Hagan et al., 1997).
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Anatdmica e neuroguimicamente, a DP é caracterizada por uma
progressiva degeneracdo de neurbnios dopaminérgicos da substancia
nigra e a deplecdo de dopamina no estriado (Spillantini et al., 1997),
bem como a degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos no locus
coeruleus (LC) e na é&rea tegmentar ventral (Agid et al., 1990;
Greenamyre e Hastings, 2004), devido a projecdo dos neurdnios
dopaminérgicos para esta estrutura a partir da substancia nigra.
(Maguire-Zeiss e Federoff, 2003).

A patogénese da DP sugere que a degeneracdo de neurbnios
dopaminérgicos é o principal contribuinte para o desenvolvimento da
doenca, porém é plausivel que as demais monoaminas (noradrenalina e
serotonina) também contribuam para o estabelecimento da patologia, ja
que compartilham semelhancas estruturais e sdo suscetiveis a oxidagdo
dentro da célula, resultando em morte celular (Guillot e Miller, 2009).
Nos pacientes parkinsonianos, pode ocorrer reducdo dos niveis de
serotonina (5-HT) nos nucleos da rafe e de acetilcolina (Ach) no nucleo
basal de Meynert, bem como degeneracdo do LC, o qual é o principal
centro noradrenérgico do cérebro (Antelman et al., 1997; Rommelfanger
e Weinshenker, 2007).

Um dos mecanismos basicos propostos para o dano celular da
via nigro-estriatal na DP é o estresse oxidativo resultante da producédo
de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) que excede a capacidade
antioxidante celular (Calne, 1992). Esses eventos podem ser resultado
da producédo aumentada e remocéo insuficiente das ERO’s, culminando
na inducdo de apoptose dos neurdnios dopaminérgicos nigrais. Essas
alteragbes sdo causadas por disfuncdes mitocondriais (Schapira et al.,
1989), excitotoxicidade com excesso de formagdo de 6xido nitrico ou
por processos gliais e inflamatérios (Hunot et al., 1997). Esses fatores
oxidativos podem estar presentes em todos 0s neurdnios
monoaminérgicos em graus variados (Taylor et al., 2009). Embora a
causa dos sintomas ndo-motores associados a DP ainda ndo esteja
totalmente elucidada, é evidente que eles ndo sdo causados apenas por
déficits dopaminérgicos (Obeso et al., 2010).

Outra caracteristica da doenca sdo os corpusculos de Lewy,
decorrentes da agregacao anormal da proteina a-sinucleina (Braak et al.,
2003), que quando associada a outros componentes como
neurofilamentos fosforilados e ubiquitina, transformam-se gradualmente
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em corpusculos de Lewy insollveis (Braak e Braak, 2000).
Inicialmente, eles sdo vistos em diversas areas relacionadas a olfacéo,
como o tubérculo olfatdrio, o cortex piriforme, o cdrtex periamigdaldide
e 0 cortex entorrinal (Daniel e Hawkes, 1992; Savica et al., 2010) tendo
uma progressdo caudorrostral, iniciando na parte inferior do tronco
encefalico até dareas corticais, tais como neocortex, insula, giro
cingulado, além de areas pré-frontais (Braak et al., 2006b; Obeso et al.,
2010).

Essa progressdo promove sintomas de acordo com as areas
afetadas, por ex. areas caudais (tronco, bulbo) sdo afetadas
primeiramente, observando-se manifestacdes clinicas que antecedem o
quadro motor classico (estagio inicial ou pré-motor) (Braak et al., 2003;
Savica et al., 2010). Esses estagios neuropatolégicos comprometem
varios  neurotransmissores  (dopamina, acetilcolina,  serotonina,
noradrenalina, entre outros) e levam a multiplas manifestacdes clinicas
(motoras, sensitivo-sensoriais, autondmicas, afetivas, cognitivas,
comportamentais e do sono) (Halliday e Mccann, 2010).

O reconhecimento dos sintomas iniciais poderia contribuir para
o diagnostico precoce da DP e, assim, retardar sua evolucdo ou
estabilizar o estagio da doenca, por meio de drogas ou estratégias
neuroprotetoras (Morgan et al, 2010). De maneira geral, a baixa
efetividade clinica de diversas drogas testadas no tratamento desta
doenca se deve ao fato de que o0 processo neurodegenerativo,
geralmente, se encontra bastante avancado quando o diagndstico é
estabelecido (Chen, 2010b).

1.2 Sintomas ndo-motores

Os sintomas motores sdo 0s principais marcadores para o
diagnostico clinico da DP, entretanto, os pacientes parkinsonianos
somente manifestam estes critérios clinicos quando aproximadamente
60-70% dos neurbnios da parte compacta da substdncia nigra
encontram-se degenerados e 0s niveis estriatais de dopamina DA sédo
reduzidos 70-80% (Riederer e Wuketich, 1976; Gaig e Tolosa, 2009).



Os mecanismos do desenvolvimento clinico dos sintomas néo-
motores ainda sdo discutiveis, uma vez que, diversas regibes sao
afetadas, podendo ser relacionadas com as alteracGes presentes na
patologia. Nos estagios finais da DP ocorre uma perda de,
aproximadamente, 30-50% de células ndo-dopaminérgicas, tais como
neurdnios noradrenérgicos, serotonérgicos, gabaérgicos e colinérgicos.
Neste sentido, a teoria da progressdo caudorrostral de deposicdo de
corpos de Lewy (Braak et al., 2003) suporta o aparecimentos dos
sintomas, porém, ele ndo é um marcador exclusivo da DP, o que sugere
a presenca de outros fatores nessa progressdo (Obeso et al., 2010).

A DP manifesta-se, inicialmente, através da depressdo
(Fukunishi et al., 1991), ansiedade (Starkstein e Leiguarda, 1993;
Bolluk et al., 2010) e disfuncéo olfatdria (Ansari e Johnson, 1975) e ha
crescentes evidéncias de que alteracBes do sono (Friedman, 1980),
denervacdo simpatica cardiaca (Den e Bethlem, 1960), constipacédo
(Singaram et al., 1995) e dor (Defazio et al., 2008) também podem
surgir antes do aparecimento dos sintomas motores.

A depressdo € o sintoma neuropsiquiatrico mais comum em
individuos com DP, estima-se que esteja presente em mais de 45%
desses individuos (Chaudhuri e Schapira, 2009). Além disso, em
diversos pacientes com DP a depressdo precede os sintomas motores
(Mandell et al., 1961; Fukunishi et al., 1991). Adicionalmente, tem sido
observada a presenca de anedonia, uma manifestacdo especifica da
depressdo caracterizada por uma perda de interesse em atividades que
costumavam ser prazerosas-(Lemke et al., 2006). Embora a base
fisiopatoldgica da depressdo na DP ndo seja bem compreendida, ela
parece ser predominantemente causada pela degeneracdo dopaminérgica
da area tegmental ventral, bem como a reducdo das neurotransmissdes
monoaminérgicas (Ziemssen e Reichmann, 2007). Estudos em
humanos tém  demonstrado  alteracBes  dopaminérgicas e
noradrenérgicas, além de niveis reduzidos de é&cido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA), um metabdlito da serotonina, no fluido
cerebroespinal e reducdo na ligacdo da 5-HT aos seus receptores 5-
HTL1A em regides corticais (Remy et al., 2005).

Outro transtorno presente em individuos com DP é a ansiedade.
Estudos estimam que mais de 40% desses pacientes apresentam
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sintomas relacionados a ansiedade (Richard, 2005). Ela vem sendo
relacionada com as altera¢fes na neurotransmissdo de monoaminas (5-
HT, DA, NA) (Goetz, 2010). Os ataques de panico sdo amplamente
documentados, sendo mais frequentes em parkinsonianos quando
comparados com a populacdo em geral (Nuti et al., 2004). Os casos
mais severos sdo altamente relacionados aos sintomas motores
(Weisskopf et al., 2003), porém ela ndo esta apenas relacionada a esse
prejuizo, podendo se manifestar anteriormente aos sintomas motores
(Shiba et al., 2000).

A disfuncédo olfatoria ocorre precocemente na DP, precedendo
as alteracGes motoras por anos. Sua associacdo com a DP foi descrita ha
30 anos (Ansari e Johnson, 1975) e desde entdo, vem se estabelecendo
que o prejuizo olfatério seja um dos sintomas mais comuns em
parkinsonianos. Dados recentes indicam que mais de 95% dos pacientes
com DP apresentam perda olfatdria significativa (Ziemssen e
Reichmann, 2007). Esse sintoma pode ser explicado pelos danos na
parte inicial da via olfatoria, uma vez que as alteracGes histopatolégicas
(deposicdo de corpos de Lewy) sdo observadas no bulbo olfatério e no
ndcleo olfatorio anterior. Eles também sio vistos em &reas correlatas
proximas, como o tubérculo olfatério, o cortex piriforme, o cortex
periamigdaldide e o cortex entorrinal (Daniel e Hawkes, 1992; Savica et
al., 2010). Dessa maneira, pacientes com DP frequentemente sdo
acometidos por um prejuizo olfatério anos antes do desenvolvimento
das alteracGes motoras (Hawkes et al., 1997; 1999). Além disso, ha
evidéncias que a identificacdo do odor e a discrimina¢do possam ser
prejudicadas, independentemente da sensibilidade da deteccdo olfatéria
(Boesveldt et al., 2009), o que sugere déficits também na transmissao de
estimulos olfatorios.

Outro sintoma prevalente na DP, descrito mais tardiamente
(Dubois e Pillon, 1997), é a deméncia, sendo considerada a principal
causa de incapacidade em portadores dessa patologia (Revuelta e Lippa,
2009). Ela pode ser encontrada entre 30-80% dos individuos afetados
(Park e Stacy, 2009). A nivel celular, a deméncia se apresenta sob forma
de denervacdo progressiva de vias colinérgicas (Shimada et al., 2009) e
deposicdo de corpos de Lewy em areas corticais (Braak et al., 2006a),
embora também existam evidéncias de que a perda noradrenérgica,



serotonérgica e dopaminérgica estaria relacionada com esse déficit
(Emre, 2003; Lewis et al., 2003).

A degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos na SNPc também
pode ser responsavel por alguns déficits cognitivos leves observados no
inicio da doenca, refletidos de mudancas no circuito dos ganglios basais
e areas corticais (Rinne et al., 2000; Dirnberger et al., 2005), porém ndo
¢ suficiente para causar deméncia (Emre, 2003). Essa hipofuncdo
frontoestriatal pode contribuir para os prejuizos na memdria estratégica
e de trabalho observados nos portadores de DP (Poliakoff e Smith-
Spark, 2008). O aprendizado temporal também esta prejudicado na DP,
mesmo em individuos sem deméncia, sugerindo que a formacdo de
tracos de memdria ndo ocorre (Dalrymple-Alford et al., 2011). Esse
achado remete as dificuldades da formacdo de memorias relacionadas a
dicas e estratégias € memorias associativas (Emre, 2003).

Embora existam divergéncias quanto aos tipos de memorias
comprometidas na DP, diversos estudos tém demonstrado que tanto as
memorias implicitas (Bondi e Kaszniak, 1991; Roncacci et al., 1996)
quanto as memorias operacionais (Dubois e Pillon, 1997; Crucian e
Okun, 2003) mostram-se prejudicadas em pacientes parkinsonianos. Por
outro lado, tem sido demonstrado que as memorias declarativas,
normalmente associadas ao hipocampo e o cortex entorrinal, encontram-
se preservadas na DP (Flowers et al., 1984; Dubois e Pillon, 1997;
Riekkinen et al., 1998).

O aprendizado associativo emocional também estd prejudicado
no inicio da DP (Miller et al., 2009). Basicamente, o aprendizado
aversivo ocorre pela associacdo ou pareamento entre um estimulo
incondicionado a um estimulo neutro, que se torna um estimulo
condicionado, sendo entdo capaz de gerar respostas de emocionais por si
s6 (Kim e Jung, 2006). Esse prejuizo pode estar relacionado as falhas
nos processos de atencdo e memoria de trabalho que sdo exigidos nesse
tipo de aprendizado (Assogna et al., 2008), porém ha um componente
emocional, que parece ser prejudicado antes mesmo do prejuizo
cognitivo na DP(Van Tricht et al., 2010).

Tem sido descrito que a reducdo da ativacdo amigdalar, nos
estagios iniciais da DP, é associada a prejuizos na percepcdo do
estimulo emocional (Westermann et al., 2008). A percepcéo do estimulo
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olfatério também estd reduzida nos pacientes de DP, sendo
acompanhada de hipofuncdo amigdalar, hipocampal e do cortex
orbitofrontal, quando comparados aos individuos saudaveis (Kawamura
e Kobayakawa, 2009).

Em roedores, tem sido mostrado que duas vias anatémicas
distintas seriam responsaveis pelo processamento olfatorio (Restrepo et
al., 2004). O sistema olfatério principal tem um papel complexo na
discriminacdo de uma grande variedade de odores presente no ambiente
e é capaz de associar esses odores com uma resposta comportamental
adequada (Brennan e Keverne, 1997). Por outro lado, o sistema olfatorio
acessorio reconhece uma variedade limitada de moléculas envolvidas na
comunica¢do intra e interespecifica, transmitindo essas informacdes
para centros superiores que dao inicio as respostas enddcrinas ou
comportamentais apropriadas (Brennan e Keverne, 1997).

Embora haja diferengas em regifes anatdbmicas e respostas
emocionais entre humanos e roedores, os modelos animais sdo uma
importante ferramenta para o estudo do aprendizado associativo com
pistas olfatdrias, uma vez que para estas espécies o olfato é tido como o
principal sentido utilizado em sua interacdo com o meio (Apfelbach et
al., 2005). O estudo e o desenvolvimento de modelos que reproduzam as
alteracBes pré-motoras da DP incluem o propésito de entender os
aspectos fisiol6gicos da doenca, bem como auxiliar no desenvolvimento
de terapias neuroprotetoras nos estagios iniciais da doenca (Chen,
2010a)

1.3 Modelos animais da Doenca de Parkinson

Idealmente, um modelo animal deve possuir uma etiologia e
caracteristicas similares ao equivalente humano (Potashkin et al., 2010).
Ainda ndo existe um modelo animal ideal da DP, que seja capaz de
mimetizar todas as caracteristicas associadas a condicdo clinica, como a
facil deteccdo das alteragdes motoras associadas ao parkinsonismo,
perda seletiva e gradual dos neurdnios dopaminérgicos, e a producdo
dos corpos de Lewy (Dauer e Przedborski, 2003). Desta forma, é



necessario que o maior nimero possivel de aspectos da doenca sejam
replicados (Falkenburger e Schulz, 2006).

Os modelos de DP podem mimetizar farmacologicamente
alguns sintomas, induzindo os distdrbios funcionais na neurotransmissdo
dopaminérgica, como o modelo da reserpina, induzindo catalepsia por
neurolépticos e também acinesia e bradicinesia com haloperidol
(Menzaghi et al., 1997). Outros modelos promovem a degeneracdo
dopaminérgica da via nigroestriatal, através da alteracdo da cadeia
respiratoria, promovendo o estresse oxidativo e a agregacdo protéica
anormal (Dauer e Przedborski, 2003). Essas alteracGes podem ser
promovidas por toxinas, como a 1-metil 4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP) (Langston, 1996), a rotenona (Talpade et al.,
2000), paraquat (Liou et al., 1997) e a 6-hidroxidopamina (6-OHDA)
(Ungerste, 1968).

A 6-OHDA reduz os niveis estriatais de DA e produz uma
perda massiva de neurbnios dopaminérgicos. Apesar de bem
caracterizada e poder ser utilizada em ratos e camundongos, ela ndo
ultrapassa a barreira hemato-encefalica e necessita de administracdo
intracerebral, o que aumenta a variabilidade de resultados, além de
promover degeneracdo rapidamente (Dauer e Przedborski, 2003). O
MPTP possui caracteristicas semelhantes a 6-OHDA e com a vantagem
de formar agregados semelhantes aos corpos de Lewy quando
administrado cronicamente, porém, é altamente toxico para humanos e
tem sua confiabilidade reduzida. As demais neurotoxinas ndo séo bem
caracterizadas, além de serem tdxicas para todo o organismo (Terzioglu
e Galter, 2008).

Recentemente, modelos genéticos vém sendo utilizados nos
estudos envolvendo a DP. Esses modelos sdo baseados na delecdo de
genes, tais como Parkina, DJ-1, PINK1, na insercdo de alguns genes,
como é o caso dos genes produtores de sinucleina (Plaas et al., 2008) ou
na alteracdo dos genes que foram relacionados a patologia. A maioria
deles promove degeneracdo mais lenta, como observado na doenca,
porém, ndo mimetiza os principais sintomas, como a perda de neurdnios
dopaminérgicos estriatais, além de ndo responderem bem as drogas
utilizadas para o tratamento da doenca (Terzioglu e Galter, 2008).



O modelo de escolha no presente trabalho é simples e bastante
utilizado. Ele consiste na injecdo sisttémica de reserpina, uma droga
hipotensora e sedativa do SNC, antigamente prescrita no tratamento da
hipertensdo (Healy e Savage, 1998). Molecularmente, a reserpina age a
nivel intraneuronal impedindo o armazenamento de monoaminas nas
vesiculas sinapticas, por um mecanismo magnésio ATP-dependente,
consequentemente, ocorre deplecdo temporéria desses
neurotransmissores (DA, NA e 5-HT). Além disso, ela possui alta
afinidade pelo transportador vesicular de monoaminas, que tem como
funcdo transporta-las do citoplasma para dentro da vesicula sinaptica,
pois impede a ligagdo das monoaminas no seu transportador, resultando
no acimulo das mesmas no meio extravesicular (Carlsson, 1975).

Diversas drogas antiparkinsonianas utilizadas clinicamente
(agonistas dopaminérgicos, levodopa, amantadina) demonstraram ser
capazes de causar reversdo das alteracGes locomotoras induzidas pela
reserpina (Menzaghi et al., 1997). Esse fato sugere que o modelo da
reserpina demonstra boa validade preditiva.

Ela falha em simular os mesmos processos psicobioldgicos
responsaveis pela etiologia e fisiopatologia dos sintomas clinicos (ndo
apresenta validade tedrica ou por homologia), pois a administracdo de
reserpina induz uma reducdo nos niveis de monoaminas de maneira
inespecifica e ndo reproduz o avango gradual do processo
neurodegenerativo (Gerlach e Riederer, 1996). Da mesma maneira, a
maioria dos modelos animais para DP ndo é capaz de reproduzir a
progressdo do processo neurodegenerativo da doenca tal qual o modelo
da reserpina. Cabe ressaltar que, embora a deplecdo de dopamina seja a
maior responsavel pelas alteragdes motoras caracteristicas da DP, outros
neurotransmissores como a noradrenalina (NA), serotonina (5-HT) e
acetilcolina também podem estar associados ao amplo espectro de
sintomas motores e ndo-motores em pacientes com DP (Remy et al.,
2005).

Apesar das vulnerabilidades anteriormente descritas, este
modelo é capaz de mimetizar alguns sintomas classicos desta patologia
em roedores. Estudos, utilizando ratos e camundongos, mostram que a
administracdo de baixas doses de reserpina pode produzir sintomas nao-
motores, como o efeito tipo-depressivo (Bourin, 1990; Skalisz et al.,
2002) enquanto doses mais altas sdo capazes de induzir hipocinesia,
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reducdo da atividade locomotora, tremor e rigidez muscular (Aguiar et
al., 2009), o que confere validade anal6gica ao modelo.

A maioria dos estudos que utilizam modelos animais de DP é
voltada a investigacdo de alteracdes motoras (Aguiar et al., 2009;
Silvestrin et al., 2009) enquanto que os estudos que investigam as
alteracBes ndo-motoras da doenca sdo ainda escassos. Entre estes, as
alteracbes de memodria tém recebido maior atengdo (Da Cunha et al.,
2001; Ferro et al., 2005; Prediger et al., 2005b), porém poucos tém
investigado a ocorréncia de alteragdes emocionais como depressao e
ansiedade, cognitivas, bem como as disfuncdes olfatérias inicialmente
citadas na DP (Taylor et al., 2010).

Neste sentido, estudos pré-clinicos puderam detectar, em ratos,
uma perda parcial de células e de dopamina estriatais, semelhante ao
observado nos estagios iniciais da doenga, utilizando diferentes modelos
da DP. Eles também demonstraram que essa deplecdo é capaz de induzir
alteracfes emocionais e cognitivas, sem observar prejuizos motores em
modelos da DP como a 6-OHDA (Lindner et al., 1999; Tadaiesky et al.,
2008). Outros trabalhos demonstraram prejuizos nao-motores
relacionados a DP em animais tratados com reserpina, tendo
identificado prejuizos cognitivos e discinesia oral (Silva et al., 2002)
efeito tipo depressivo (Skalisz et al., 2002), prejuizos em memorias
aversivas (Fernandes et al., 2008), prejuizos olfatérios e memoria social
(Bellissimo et al., 2004; Prediger et al., 2005b).

Dessa maneira, 0 modelo da reserpina pode ser uma boa
estratégia para avaliar o potencial terapéutico de drogas neuroprotetoras,
uma vez que a manipulacdo de doses pode mimetizar alguns sintomas
relacionados a DP. Nota-se que com o aumento progressivo das doses é
observado o surgimento de sinais relacionados a estagios mais tardios da
doenca, como os sintomas motores (Skalisz et al., 2002; Prediger et al.,
2005a; Prediger et al., 2005b; Prediger e Takahashi, 2005; Carvalho et
al., 2006; Fernandes et al., 2008; Aguiar et al., 2009).

O reconhecimento das alteragdes comportamentais promovidas
pelos modelos animais da DP e sua possivel relacdo com o grau de
degeneracdo é de grande importancia. O estudo de um fenétipo de
comportamento mais amplo pode contruir para a melhor compreenséo
da etiologia da doenca. Além disso, esse estudo pode possibilitar um
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diagndstico antecipado, o desenvolvimento de melhores estratégias
terapéuticas, uma vez que 0 processo neurodegenerativo encontra-se
menos avangado, quando comparado a modelos que mimetizam os
sintomas motores (Taylor et al., 2010).

Sabendo-se que as terapias atuais sdo, em sua maioria,
destinadas a minimizar as alteracBes motoras, sem alterar a evolucao da
doenca e que as terapias neuroprotetoras testadas até o momento ndo
demonstraram eficacia convincente na clinica, faz-se necessario o
desenvolvimento de novas ferramentas terapéuticas (Hauser, 2010).
Nesse aspecto, vem sendo proposto, experimentalmente, o
enriquecimento ambiental de animais como uma estratégia de protecédo
frente a danos neuronais (Nithianantharajah e Hannan, 2010).

1.4 Ambiente enriquecido

O paradigma experimental do ambiente enriquecimento, foi descrito
pela primeira vez por Donald Hebb , quando comparou ratos “de
estima¢ao” mantidos em sua casa com aqueles que tinham sido deixados
em gaiolas de laboratério (Hebb, 1955). Embora haja pouco controle do
ambiente experimental, a chave para o enriquecimento é um ambiente
com maior novidade e complexidade relativa as condi¢cBes normais
(Nithianantharajah e Hannan, 2006).

A utilizacdo desse novo paradigma na DP é justificada pela sua
etiologia, pois embora ela ndo esteja relacionada, exclusivamente, com
um Unico fator, sabe-se que modificacGes ambientais e o estilo de vida
podem influenciar o aparecimento e a progressdo dos processos
neurodegenerativos (Young et al., 1999; Dobrossy e Dunnett, 2004). A
incidéncia de Parkinson pode ser influenciada pelo desempenho
educacional (Frigerio et al., 2005) e o exercicio fisico (Chen et al.,
2005), o que sugere que as experiéncias podem modular o processo
patoldgico da doenca de Parkinson.
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Figura 1.llustracdo de um ambiente enriquecido. Adaptado de
(Nithianantharajah e Hannan, 2006).

O enriquecimento ambiental se refere as condi¢des de moradia
que aumentam a estimulacdo sensorial, cognitiva e motora dos animais.
Diversos  estudos moleculares, comportamentais e  celulares
demonstraram a relevancia de seus resultados. Ele induz varias
alteracBes na estrutura e funcdo cerebral, inclusive promovendo o
desenvolvimento e a maturacdo de novos neurdnios em circuitos
funcionais (Greenough et al, 1975), aumentando a expressdo de
moléculas envolvidas na sinalizacdo neuronal e na plasticidade sinaptica
(Faherty et al., 2005), além de estimular a expressdo de fatores troficos
(Leggio et al, 2005) e modificar a populacdo celular de astrocitos
(Diamond et al, 1996) Essas alteracBes podem ser responsaveis pelo
efeito neuroprotetor conferido pelo ambiente enriquecido. Dessa
maneira, ele induz um refor¢o na conectividade neuronal , fornecendo
redes neurais alternativas, o que pode representar uma adaptacdo
funcional em caso de transtornos ou danos (Petrosini et al, 2009).

Uma gama de modelos de distdrbios do cérebro, incluindo as
doencas de Alzheimer (Hamm et al., 1996; Arendash et al., 2004; Spires
et al.,, 2004) e de Parkinson (Faherty et al., 2005), sindrome de
Huntington (Spires et al., 2004), bem como vérias formas de lesdo
cerebral (Hamm et al., 1996), epilepsias (Young et al., 1999) ja foram
submetidos ao enriquecimento ambiental e em todos o0s casos este
modelo apresentou algum beneficio quando comparados as condicdes de
habitacdo padréo (Nithianantharajah e Hannan, 2006).
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Trabalhos recentes vém demonstrando que o0s sintomas
emocionais e olfatérios da doenca de Parkinson precedem os motores
por anos (Obeso et al., 2010), tornando estes sintomas uma importante
ferramenta para o diagnostico. A necessidade de biomarcadores e de
novas estratégias farmacol6gicas para o diagnostico e tratamento da
doenca impulsiona pesquisas com abordagem no estado inicial da
doenca (Morgan et al, 2010)

Apesar de muitos estudos, a alteracdo que desencadeia a DP
ainda é desconhecida, porém, sabe-se que ela é uma sindrome
multifatorial (Langston, 1996) e as experiéncias de cada individuo
constituem fatores que podem alterar a manifestagdo dessa patologia
(Anastasia et al., 2009) e também modificar a evolucdo dessa doenca
(Jadavji et al., 2006).

Com isso, o trabalho tem o objetivo de investigar as alteracdes
olfatorias, emocionais e cognitivas relacionados aos estagios iniciais da
DP, estabelecendo um modelo pré-motor. Bem como, avaliar possiveis
efeitos protetores do enriquecimento ambiental sobre os danos induzidos
neste modelo de DP.

2.1 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos motores da administracdo de reserpina, por
via intraperitoneal, nas doses de 0,5 e 1,0 mg/Kg no teste do
campo aberto;

Avaliar os efeitos emocionais da administracdo de reserpina,
por via intraperitoneal, nas doses de 0,5 e 1,0 mg/Kg no teste do
Labirinto em cruz elevado, nado forcado e consumo de
sacarose;

Avaliar os prejuizos olfatorios decorrentes da administracdo de
reserpina, por via intraperitoneal, nas doses de 0,5 e 1,0 mg/Kg
no teste do da discriminacéo olfatoria;

Avaliar as alteracbes no aprendizado decorrentes da
administracdo de reserpina, por via intraperitoneal, nas doses de
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0,5 e 1,0 mg/Kg no teste da esquiva inibitéria e no
condicionamento olfatério de medo.

Avaliar os prejuizos promovidos pela reserpina, nos testes
anteriores, em ratos submetidos ao enriquecimento ambiental.

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com idade de trés meses,
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina. Os animais foram mantidos em caixas de moradia, em grupos
de 5-7, em ambiente com temperatura (22 + 2° C) e ciclo de
claro/escuro (12/12 h) controlados. Os animais tiveram livre acesso a
alimentacdo e agua. Todos os procedimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA/UFSC), protocolo:
PP00280.

3.2 Drogas e Solucdes

A sacarose (Vetec, Brasil) foi diluida com &gua, em uma
concentracdo de 0,8%. A reserpina (acido ester metil reserpato 3,4,5-
trimetotoxicinamico-Sigma) foi diluida em solugdo salina adicionada de
50 uL de acido acético glacial. O controle consistiu na mesma solugédo
de diluicdo da reserpina (salina + 50 uL de &cido acético glacial). As
solucBes foram administradas por via intraperitoneal (ip), 24 horas antes
dos testes, num volume de 1 ml/Kg de peso corporal. As doses (0,5 e 1,0
mg/Kg) foram determinadas a partir de estudos prévios de nosso
laboratério (Prediger et al., 2005b).

3.3 Ambiente de criacéo

Apbés o desmame (21 dias), os animais foram colocados no
ambiente enriquecido (AE). O AE consistia de duas gaiolas de
polietileno idénticas (43 x 33 x 23 cm) interconectadas por um tubo de
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PVC, contendo uma variedade de estimulos sensoriais, por exemplo:
uma roda de correr, um tunel contorcido, escadas, chocalhos e
brinquedos como bolas de diversas cores e texturas, pecas de lego
conforme previamente estabelecido em nosso laboratério (Pamplona et
al., 2009; De Carvalho et al., 2010). Estes objetos eram lavados e
alternados entre os ambientes e as suas posi¢des eram trocadas de lugar,
mudando a configuracdo espacial do AE e a composicdo dos objetos
duas vezes por semana. Os animais foram mantidos em grupos de 5-7
animais nos dois tipos de ambientes de criacdo (ambiente padrdo e
ambiente enriquecido) 24 horas por dia até o inicio dos experimentos (3
meses), onde os animais eram retirados do AE e colocados em caixas
semelhantes ao ambiente padrdo (AP), que consistia em gaiolas comuns
de polietileno (42 x 34 x 17 cm).

3.4 Testes Comportamentais

3.4.1 Testes que avaliam a capacidade motora e alteracdes
emocionais dos animais

3.4.1.1 Campo aberto

Para avaliar possiveis alteracdes motoras (Walsh e Cummins,
1976) induzidas pela administracdo de reserpina, os animais foram
testados no campo aberto (CA). Esse teste permite avaliar a
emocionalidade (Hall, 1934), e também é amplamente utilizado para
verificar a acdo de drogas nos parametros motores. O aparato é feito de
madeira e férmica, formado por uma caixa de cor branca (100 x 100
cm), com 40 cm de altura, dividido por linhas pretas em 25 quadrantes
de 20 x 20 cm. Durante os experimentos, cada rato foi colocado no
centro do campo aberto, sendo registrado o nimero de quadrantes
centrais e periféricos cruzados. Os animais foram expostos ao aparato
durante 5 minutos, 24 horas ap6s a administracdo de reserpina, por via
intraperitonial, nas doses de 0,5 e 1,0 mg/Kg ou controle. O teste foi
realizado com luz clara, em ambiente com iluminacé&o.
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Figura 2. llustracdo do teste do Campo aberto.
Adaptado de (Tadaiesky, 2010).

3.4.1.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Para avaliar se as variaveis como o tratamento ou o ambiente
promoveriam um efeito tipo-ansiogénico nos animais utilizou-se o
labirinto em cruz elevado. Ele é um dos testes mais descritos na
pesquisa da ansiedade em ratos e camundongos, que é baseado em
respostas incondicionadas a ambientes potencialmente perigosos. A
premissa basica é que ambientes novos evocam curiosidade e medo,
criando desta forma, um tipico conflito de aproximacao/esquiva
(Rodgers et al., 1997; Carobrez e Bertoglio, 2005).

O labirinto em cruz elevado (LCE) consiste em dois bracos
abertos (50 x 10 x 0,75 cm) e dois bracos fechados (50 x 10 x 40 cm),
arranjados de forma que os bracos idénticos ficassem dispostos em
posicdo oposta. Os bracos emergiam de uma plataforma central (10 x 10
cm) e o aparato ficava suspenso a uma altura de 50 cm acima do nivel
do chéo.

O teste foi conduzido em luz baixa, onde a iluminacdo da sala
ficava por volta de 10 lux, 24 horas apés a administracdo de reserpina
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(0,5 ou 1,0 mg/kg) ou controle. Os animais foram ambientados por 30
minutos em uma sala experimental e em seguida foram submetidos ao
teste, onde sdo colocados no aparato por 5 minutos. As porcentagens de
tempo de permanéncia nos bragos abertos (TA) e nos bracos fechados
(TF) foram calculadas pelas seguintes formulas: TA= [TA/ (TA+TF)]
*100 e TF=[TF/(TA+TF)] *100.

Figura 3. llustracdo do Labirinto em cruz elevado.
(http://www.bilaneyconsultants.co.uk)

3.4.1.3 Teste do Consumo de Sacarose

O consumo de sacarose é frequentemente utilizado como uma
medida de anedonia em roedores (Moreau et al., 1992; Craft e Devries,
2006). Os animais foram isolados em caixas de moradia individuais com
acesso livre a alimentagdo. Cada rato tinha acesso a duas garrafas com
agua durante a fase de habituagdo por 24 horas. Antes da habituacdo, os
animais recebiam o tratamento com reserpina 0,5, 1,0 mg/kg ou
controle, por via intraperitonial, e passavam por 24 horas de habituacéo,
com objetivo de adapta-los a ingestdo de liquidos de duas garrafas.

Apos a fase de habituacdo (24 horas apos a administracdo da
reserpina ou controle), a agua de uma das garrafas foi substituida por
uma solucdo de sacarose a 0,8%, conforme descrito previamente
(Slattery et al., 2007) e 24 horas depois as garrafas foram invertidas de
sua posicdo inicial de forma a evitar vieses relacionados a posicdo das
garrafas. O consumo de agua e solucdo de sacarose foi estimado através
da pesagem das garrafas (Tadaiesky et al., 2008). A estimativa do
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consumo de agua € um controle motor do teste, uma vez, que a reducdo
do consumo de sacarose acompanhada da reducdo do consumo de agua
poderia inferir uma incapacidade locomotora do animal.

Habitucgdo Teste Teste
8 50| 8 <) 8 ».;,::g‘

24h 2ih 24h

Q Agua

O Scacorose

Figura 4. llustracdo do Consumo de sacarose.
Adaptado de (Tadaiesky, 2010)

3.4.1.4 Teste do Nado Forcado

O teste do nado for¢ado € um dos modelos mais utilizados para
avaliar o efeito do tipo-depressivo de drogas, bem como a atividade de
drogas antidepressivas, sendo baseado no paradigma do desamparo
aprendido. O procedimento foi descrito previamente por Porsolt et al.
(1977). Ap6s um periodo inicial de nado intenso, o animal passa a
executar apenas movimento para manter a cabeca fora da agua, o que é
considerado imobilidade.

A reserpina (0,5 ou 1,0 mg/kg) ou controle foi administrada 24
horas antes do treino. Durante o treino e teste 0s animais sdo
ambientados 30 minutos antes na sala experimental e em seguida séo
colocados em cilindros individuais (60 cm de altura e 30 cm de
diametro) contendo agua (profundidade da agua: 45 cm; temperatura: 25
+ 1 °C). Foram realizadas duas sessdes (0 treino de 15 minutos e o teste
24 h depois por 5 minutos). O treino tem como objetivo a aquisi¢do do
desamparo aprendido, o que gera um desespero comportamental,
medido através na imobilidade durante o teste.

O tempo total de imobilidade foi registrado manualmente
durante treino. A imobilidade foi definida como flutuacdo sem
movimento, exceto aqueles necessarios para manter a cabeca do rato
acima da agua. Apds os testes, cada rato foi cuidadosamente envolto
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numa toalha, e exposto a uma luz incandescente, sendo devolvido a sua
caixa totalmente seco.

15 minutos 5 minutos

Figura 5. llustracdo do nado forgcado. Adaptado de (Tadaiesky, 2010)

3.4.2 Testes para avaliacdo da capacidade olfatéria
3.4.2.1 Teste de discriminacdo olfatoria

Uma alteracdo amplamente descrita na DP é a perda da
capacidade olfatdria, chegando a acometer 95% e parece ser um dos
sintomas mais iniciais da doenca (Ziemssen e Reichmann, 2007). A fim
de avaliar possiveis alteracbes na capacidade olfatéria dos animais foi
realizado o teste da discriminacdo olfatdria. O procedimento adaptado
de Dluzen & Kefalas (1996) e padronizado em nosso laboratério (Carr
et al., 1976; Prediger et al., 2005a).

Os animais foram mantidos em caixas isoladas durante as 48
horas prévias ao teste. A reserpina (0,5 ou 1,0 mg/kg) ou controle foi
injetada 24 horas antes do teste, que consistiu em colocar cada rato
durante 5 minutos em um aparato dividido em dois compartimentos
idénticos (30 x 30 x 20 cm) separados por uma porta aberta, de forma
que o animal poderia escolher entre um compartimento contendo
serragem nova e outro com serragem retirada da caixa previamente
ocupada pelo animal (compartimento familiar).

Cada animal foi colocado inicialmente no centro do
compartimento ndo-familiar e o tempo gasto pelo rato em cada
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compartimento (familiar x ndo familiar) foi registrado. Em geral, ratos
machos adultos sdo capazes de discriminar entre o compartimento
familiar e o ndo familiar, ficando mais tempo no compartimento
familiar, uma vez que eles tém preferéncia por seu préprio odor em
relacdo a um odor neutro (Prediger et al, 2005, 2006). As porcentagens
de permanéncia sdo calculadas através da permanéncia em um dos
compartimentos dividido pela soma do tempo de permanéncia nos dois
compartimentos, em seguida, multiplica-se por 100.

Familiar N&o familiar

Figura 6. llustracdo do teste da discriminac¢éo olfatdria.
Adaptado de (Tadaiesky, 2010).

3.4.3 Testes cognitivos
3.4.3.1 Teste da Esquiva Inibitoria do tipo “step-down”

A fim de detectar altera¢bes cognitivas nos ratos, a memaria de
referéncia foi avaliada através do modelo de esquiva inibitéria. O animal
recebe uma punicdo (choque leve nas patas) ao descer da plataforma,
assim, ele passa a relacionar a descida de uma plataforma com um
estimulo aversivo. Com isso, numa segunda exposicdo a caixa de
esquiva, 0 mesmo evita descer da plataforma para explorar a caixa. O
aprendizado da esquiva envolve varios estimulos, incluindo percepcédo
espacial e visual (Gold, 1986).

O aparelho é constituido por uma caixa medindo 50 cm de
comprimento 25 ¢cm de largura e 25 cm de altura, conforme figura 7. A
parte do chdo é formada por barras paralelas de metal (1 mm de
didmetro). Os espacos entre as barras medem 1 cm e possui uma
plataforma com 8 cm de largura e 4,0 cm de comprimento colocada
junto a parede esquerda do aparelho (Izquierdo et al., 1991).
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Figura 7. Foto esquiva inibitoria.
(http://ww. ufjf.br/neurofisiologia/atividades)

Durante o treino, o animal foi colocado sobre a plataforma e sua
laténcia para descer sobre a grade (com as quatro patas) foi registrada e
o animal foi estimulado com um leve choque nas patas (0.4 mA) durante
3 segundos (lzquierdo et al, 1998). A reserpina foi administrada 24
horas antes do treino, com a finalidade de prejudicar o aprendizado.
Cada animal foi re-exposto duas vezes: 1 h 30 min ap6s o treino para
verificar aquisicdo de memoria de curta duragdo, e 24 h apds o treino
para avaliacdo da meméria de longa duracédo, realizando-se 0 mesmo
procedimento, mas omitindo-se o0 choque, sendo apenas registrada a
laténcia para a descida da plataforma. Considera-se que o animal
aprendeu, quando ele permanece na plataforma ou demanda de um
periodo significativamente maior para descer, quando comparado ao
treino.

3.4.6.2 Condicionamento olfatorio de medo

A performance de um animal no modelo do condicionamento
olfatério de medo (COM), previamente padronizado em 2008 por
(Kroon e Carobrez), depende de diversos fatores, tais como, ansiedade,
capacidade olfatéria e cognicdo, permitindo a avaliacdo desses
parametros de forma sinérgica.

No condicionamento, um estimulo inicialmente ndo-aversivo
adquire propriedades aversivas, mediante a um pareamento do
componente neutro com um evento aversivo (Kim e Jung, 2006),
tornando-o um estimulo condicionado, que passa a desencadear o
comportamento defensivo, geralmente apresentado em situacbes de
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perigo. Esses comportamentos sdo apresentados por meio de respostas
como imobilizagdo, alteracBes autondmicas, enddcrinas e na expressao
de reflexos (respostas de sobressalto potencializado pelo medo)
(Ledoux, 2000).

A aquisicdo do COM poderia ser prejudicada pela alteracdo de
alguns parametros, tais como: prejuizos olfatorios (Herzog e Otto,
1997), drogas que impecam o aprendizado (Kroon e Carobrez, 2008) ou
ansioliticos (Kroon e Carobrez, 2008). A sensibilidade a dor também
deve ser considerada, assim, os testes anteriores foram utilizados como
controle para avaliacdo dos fatores interferentes de maneira isolada.
Além disso, como na maioria dos testes utilizados, o prejuizo motor dos
animais poderia alterar a resposta comportamental, utilizamos o nimero
de cruzamentos como um controle locomotor.

Esse teste é baseado no condicionamento Pavloviano, onde a
aquisicdo das respostas de medo condicionado implica num aprendizado
inicial da associacdo estimulo neutro/Estimulo incondicionado (El),
seguido por um periodo de consolidacdo, onde a associacdo €
estabelecida através da meméria de longo prazo (Mcgaugh, 2004). Na
padronizacdo também foi demonstrado que a exposicdo do odor
pareado, o estimulo condicionado (EC-I), em diferentes contextos é
capaz de gerar um novo condicionamento (EC-1I), onde o novo
ambiente passa a gerar um comportamento defensivo (Kroon e
Carobrez, 2008), esse novo pareamento é denominado condicionamento
de segunda ordem (Gewirtz e Davis, 2000).

No teste do condicionamento olfatério de medo, os animais, no
primeiro dia (Dia 1), foram colocados na caixa de condicionamento
(choque) para exploragdo do ambiente, numa sessdo denominada
familiarizacdo 1 por 4 minutos e 20 segundos. A exposicdo a caixa de
odor, por 10 minutos, ocorreu 2 horas ap6s a primeira familiarizacéo,
sendo denominada familiarizacdo 2. A reserpina foi administrada 1 hora
apos a familiarizacdo 2, as doses utilizadas foram 0,5, 1,0 mg/Kg ou
controle. Essa etapa tem como objetivo a habituacdo dos animais as
caixas. As 2 familiarizagdes ocorreram antes da administragdo da
reserpina para ndo sofrerem influéncia da droga, que possui um longo
tempo de meia vida.

Caixa de condicionamento: caixa (Ugo Basile) medindo 22 x 26
X 22 cm, com paredes de acrilico cinza, com excecdo da tampa

22



confeccionada em acrilico transparente. O assoalho da caixa é composto
de grades eletrificadas distanciadas 1 cm entre si. A habituacdo foi
realizada num ambiente com som atenuado, temperatura controlada (22
+ 1° C) e intensidade alta de luz de 300 lux. O grupo ndo-pareado foi
exposto ao odor nesta sess&o.

Caixa de odor: instalada em uma sala, com luminosidade
atenuada (10 lux), diferente da utilizada para o condicionamento. Este
aparato, inteiramente construido em madeira, com tampas frontais em
vidro, foi dividido em dois compartimentos, um aberto (40 x 26 x 40
cm) e um fechado (20 x 26 x 40 cm) com cobertura. Uma pequena
abertura (6 x 6 cm), situada na parede diviséria, permitiu o livre acesso
do animal a ambos compartimentos. Na parede lateral do compartimento
aberto, uma caixa contendo um pedaco de papel filtro, que nas sessdes
posteriores ¢ embebido com 0,1 mL do odor condicionado (acetato de
amila). No piso da caixa, uma marcacdo localizada a 7 cm da parede,
serviu como referéncia para delimitar a area proximal a flanela.

No dia seguinte (Dia 2), 24 horas apds o tratamento, na sessdo
de condicionamento, os animais foram re-expostos a caixa de choque,
onde foram emitidos 5 choques elétricos nas patas (EI) por 2 segundos
numa intensidade de 0,5 mA e pareados com um estimulo olfatério
neutro acetato de amila (semelhante ao odor de banana), que se tornou o
estimulo condicionado (EC). Os choques foram emitidos dentro de um
intervalo de 40 segundos (Kroon e Carobrez, 2008). O odor foi colocado
em um papel filtro (0,1 mL de acetato de amila) localizado abaixo das
grades eletrificadas. O condicionamento foi realizado num ambiente
com som atenuado, temperatura controlada (22 £ 1° C) e intensidade
alta de luz de 300 lux.

Para a avaliagdo do medo condicionado, no Dia 3, todos os
animais foram submetidos a caixa de odor, com a finalidade de
minimizar as influéncias contextuais. Na caixa, 0s animais foram
submetidos ao odor (EC-I), colocado em um papel filtro localizado na
parede do compartimento aberto, sendo que a quantidade de acetato de
amila é semelhante a da sessdo de condicionamento. Essa sessdo foi
realizada num ambiente com som atenuado, temperatura controlada (22
+ 1° C) e intensidade baixa de luz de 10 lux

No Dia 4, com o proposito de avaliar o medo condicionado ao
contexto, através do estabelecimento do condicionamento de segunda
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ordem, todos os sujeitos foram re-expostos a caixa de teste sem odor
(EC-1I). Essa sessdo foi realizada num ambiente com som atenuado,
temperatura controlada (22 £ 1° C) e intensidade baixa de luz de 10 lux.

Com a finalidade de validar o protocolo nas caixas do nosso
laboratério, inserimos os animais controles ndo-pareados no teste. Eles
s80 expostos ao odor apenas na sessdo de familiarizagdo, porém durante
a sessdo de condicionamento, esses animais apenas receberam o choque,
sem a presenca do odor (grupo ndo-pareado). Devido ao numero
limitado de animais do ambiente enriquecido, esse grupo ndo foi
repetido, uma vez que ja haviamos padronizado com o ambiente padrao.

COND O&AMENTOOKATQRIO DE MEDO ~ PROTOCOLO 4 DIA

Wi _ [ -P Ve I‘ l‘

Familiarizacdo (2h) Familiarizagdo (24h) Condicionamento  (24h)

Figura 8. llustracdo do condicionamento olfatorio de medo.
Adaptado de (Kroon e Carobrez, 2009).

Os parametros avaliados no teste sao:

1- Tempo de aproximacao: tempo em que 0 animal permanece
com pelo menos a cabega dentro de uma area retangular (7 x 26
cm) que contém a flanela. Uma marcacdo localizada a 7 cm da
parede lateral facilita esta medida.

2- Tempo de avaliacdo de risco, que € caracterizado pelo
periodo de permanéncia do animal no compartimento fechado,
com a cabeca para fora direcionada para o odor, com ou sem as
patas dianteiras para fora deste compartimento.

3- O tempo escondido, que se da pelo tempo que o animal
permanece dentro do compartimento fechado da caixa.

4- Freqliéncia de cruzamentos que € o nimero de vezes que 0
animal se aproxima da flanela somada com o nimero de
entradas no compartimento fechado, esse pardmetro pode ser
considerado um controle motor do teste.
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Figura 9. Pardmetros de avaliacdo no COM.
Adaptado de (Kroon e Carobrez, 2009)

3.5 Analise estatistica

Os dados foram expressos como a média +/- erro padrdo da
média (e.p.m.). As comparagfes estatisticas dos resultados foram
realizadas por andlise de variancia (ANOVA) de uma via, seguidas pelo
pos-teste de Newman-Keuls. Em testes realizados com apenas uma dose
de reserpina (1,0 mg/Kg) o teste t de Student foi empregado.

No teste de esquiva inibitdria, tratando-se de dados ndo-
paramétricos (ndo possuem distribuicdo normal), a andlise estatistica
comparou as medianas e os intervalos interquartis dos grupos, utilizando
0 teste de Kruskal-Wallis seguido de pods-teste de Dunn. Para
comparacdo do tempo de laténcia de descida entre treino e teste do
mesmo grupo, a analise estatistica foi feita através do teste de Friedman
para medidas ndo-paramétricas e pareadas.

A probabilidade aceita como indicativo da existéncia de
diferenca estatisticamente significante foi de P<0.05. Todas as
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comparacdes estatisticas foram efetuadas utilizando-se o pacote
estatistico GraphPad Prism 5.0.

3.6 Delineamento experimental

Em um primeiro momento, avaliamos as possiveis alteracdes
motoras, emocionais, olfatdrias e cognitivas induzidas pela reserpina em
animais criados em AP. A utilizacdo de animais do AE para triagem é
dificultada pelo tempo demandado para criacdo (por volta de 3 meses
para 24 animais). Os testes e as doses de reserpina onde o0s animais do
AP apresentaram prejuizos foram repetidos em animais submetidos ao
enriquecimento ambiental.

Os experimentos foram realizados de forma independente, com
excecdo da discriminacao olfatéria e nado forcado, que foram realizados
nos mesmos animais, sendo que o treino do nado forcado foi realizado
imediatamente depois da discriminacdo olfatéria e o teste 24 horas
depois. Da mesma maneira, 0 campo aberto e labirinto em cruz elevado
(LCE) foram realizados nos mesmo animais, onde o LCE foi realizado
primeiro sendo seguido, imediatamente, do Campo aberto.

O primeiro teste realizado foi o campo aberto, onde foram
avaliadas possiveis alteracdes emocionais e motoras induzidas pela
reserpina, ja que o objetivo do trabalho foi de utilizar uma dose onde
ndo fossem observados prejuizos motores.

As alteracGes emocionais mais descritas clinicamente na DP, a
ansiedade e a depressdo, foram avaliadas por meio de testes ja descritos
na literatura, tais como, o LCE, o nado for¢ado, o consumo de sacarose
e 0 CA, com o objetivo de verificar a validade de semelhanca do
modelo. Da mesma maneira, as possiveis alteraces olfatorias e
cognitivas foram analisadas em diferentes modelos. Essas alteracdes
também poderiam interferir no teste do condicionamento olfatério de
medo (COM), dessa maneira, essa bateria de testes nos fornece um
maior embasamento para discussdo do perfil obtido no COM com a
administracdo de reserpina, bem como a validacdo da reserpina em
baixas doses como um modelo pré-motor.
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4, RESULTADOS
4.1. Ambiente Padrao

4.1.1 Testes que avaliam a capacidade motora e alteracdes
emocionais dos animais

4.1.1.1 Campo aberto (CA)

Conforme a figura 10, os ratos tratados com reserpina nas doses
de 0,5 e 1,0 mg/kg (i.p ) ndo apresentaram diferencas no nimero de
cruzamentos totais quando comparados com o controle. Além da
performance locomotora, medida pelos cruzamentos totais, foram
avaliados o0s cruzamentos centrais, como uma medida de
emocionalidade. Nenhuma das doses de reserpina alterou
significativamente esse parametro, utilizando ANOVA de uma via.

1001 2-
3 Controle

804 [ Reserpina 0,5
8 Reserpina 1,0
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Figura 10. Efeito da reserpina (0,5 ou 1,0 mg/Kg) no campo aberto.
Resultados estdo expressos em média + E,P.M, utilizando ANOVA de
uma via. (N= 8-10/grupo).

4.1.1.2 Labirinto em cruz elevado

A partir da figura 11, viu-se que o tratamento com reserpina, em
ambas as doses, ndo alterou o nimero de entrada nos bragos abertos nem
o tempo de permanéncia nos mesmos comparados aos animais do grupo
controle. O numero de entradas nos bracos fechados, um controle
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locomotor do teste, também foi semelhante para ambos 0s grupos,

utilizando ANOVA de uma via.
@@ Reserpina 0,5 - -
@B Reserpina 1,0 I
10+
s.
44
2.

Figura 11. Efeitos da reserpina (0,5 ou 1,0 mg/Kg) no labirinto
em cruz elevado. Resultados estdo expressos em média +
E,P.M, utilizando ANOVA de uma via. (N= 9-10/grupo).
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4.1.1.3 Consumo de sacarose

O teste do consumo de sacarose foi utilizado para avaliar a
anedonia dos animais. Durante a fase inicial de adaptacdo, na qual os
ratos foram habituados a beber das duas garrafas (ambas preenchidas
com agua), ndo foram observadas diferencas significativas no consumo
entre o0s ratos tratados com reserpina nas doses de 0,5 e 1,0 mg/kg
quando comparados ao controle. Conforme a figura 12. A comparagédo
por ANOVA de uma via seguida de pds-teste de Newman Keuls
demonstrou que os ratos do grupo reserpina 1,0 mg/kg consumiram,
significativamente, menos sacarose do que o grupo controle [F (2,27)=
4,4, P<0,05]. Além disso, ndo foram observadas diferencas no consumo
total de agua durante esse periodo.
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Figura 12. Efeitos da administracéo de reserpina (0,5 ou 1,0 mg/Kg) no
teste do consumo de sacarose. Os valores sdo expressos em média +
E,P.M, utilizando ANOVA de uma via seguido de pds-teste de Newman
Keuls *P<0,05 (em comparagdo ao grupo controle). (N= 10/grupo)

4.1.1.4 Teste do Nado forcado

O teste do nado forcado foi utilizado para avaliar o
comportamento do tipo desamparo aprendido, refletido através do
aumento no tempo de imobilidade. A partir da figura 13 observa-se que
o0 tratamento com reserpina na dose de 1,0 mg/Kg, 48 h antes do teste,
induziu aumento significativo no tempo de imobilidade em comparacdo
ao controle. Analise realizada através de ANOVA de uma via seguida
do pés-teste de Newman Keuls [F (2,27) =4,6, p<0,05] A dose de 0,5
ndo foi capaz de aumentar, significativamente, a imobilidade dos
animais.
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Figura 13. Efeitos da administracdo de Reserpina (0,5 ou 1,0
mg/Kg) no teste do nado forcado. Os valores sdo expressos
como média + E,P.M, onde * p< 0,05, utilizando ANOVA de
uma via seguido de pds-teste de Newman Keuls. (N= 10/grupo).

4.1.2 Efeito da reserpina na capacidade olfatéria dos animais
tratados com reserpina

4.1.2.1 Discriminacéo olfatéria

Para avaliar um possivel efeito deletério na capacidade de
discriminacdo olfatoria dos ratos tratados com reserpina, como controle
de outros testes dependentes dessa capacidade, o teste de discriminacgdo
olfatdria foi realizado 24 horas apds a administracdo de reserpina. Os
resultados representados na figura 14 demonstram a preferéncia do
grupo controle pelo compartimento familiar, o grupo de ratos tratados
com a dose de 0,5 mg/Kg de reserpina apresentou 0 mesmo padrdo, ndo
ocorrendo prejuizo na discriminacdo olfativa. Enquanto que os animais
tratados com reserpina 1,0 mg/Kg tiveram uma diminui¢do do tempo de
permanéncia no compartimento familiar, ndo apresentando diferenca
estatistica entre os dois compartimentos. Dados analisados através de
ANOVA de uma via seguido de pos-teste de Newman-Keuls F [(5,45)=
4,14; p<0,01].
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Figura 14. Efeitos da administracdo de reserpina (0,5 ou 1,0 mg/Kg)
no teste da discriminacdo olfatéria. Valores representados em média +
E,P.M, onde *p<0,05, utilizando ANOVA de uma via seguida de pds-
teste de Newman-Keuls, comparando com seu respectivo controle (N=8-
9/grupo).

4.1.3 Efeito da reserpina na performance cognitiva dos animais
4.1.3.1 Teste da Esquiva inibitdria (Step Down)

A figura 15 demonstra que os animais submetidos ao teste da
esquiva inibitéria ndo apresentaram prejuizos no teste da esquiva
inibitdria. Ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos no
tempo de laténcia para descer da plataforma entre os grupos, tanto para
memoria de curto prazo, quanto para meméria de longo prazo (1,5 e 24
horas ap6s o treino, respectivamente). Ambos os grupos aprenderam a
tarefa, apresentando um aumento significativo na laténcia de descida
durante os testes em relacdo ao dia do treino, quando comparado ao seu
respectivo teste.
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Figura 15. Efeitos da administracdo de reserpina (0,5 ou 1,0 mg/Kg) no
teste da esquiva inibitoria. Valores representados em mediana e
intervalo interquartil. Analises feitas através do teste de Kruskal-Wallis
seguidas pelo pos-teste de Friedman, as comparacOes entre treino e teste
foram analisadas pelo teste de Wilcoxon. *P<0.05 comparado as sessfes
de treino e teste no mesmo grupo (N=12/grupo).

4.1.3.2 Teste de condicionamento olfatério de medo

O teste do COM de medo avalia a influéncia do tratamento com
reserpina 0,5 e 1,0 mg/kg ou controle na aquisicdo do aprendizado
associativo. O EC-I (estimulo condicionado 1) corresponde ao
condicionamento de primeira ordem, avaliando se o animal condicionou
0 odor ao choque e passou a ter aversdo ao odor. No dia seguinte, 0s
animais foram expostos novamente a caixa, porém sem o odor,
avaliando a aquisicdo do condicionamento de segunda ordem, onde os
animais associam o odor ao novo contexto, passando a ter aversdo a
caixa, estimulo condicionado Il (EC-II).

De acordo com a figura 16, em EC-I, os animais pareados,
tratados com controle, tiveram um aumento no tempo escondido [F(3,
32) = 3,187; p= 0,0369] e na avaliacdo de risco F[(3, 32) = 4,274; p=
0,0120] quando comparados aos animais ndo pareados # p<0,05,
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enquanto que os animais pareados tratados com reserpina, em ambas as
doses, ndo apresentaram diferenca significativa quando comparados a
este mesmo grupo de animais ndo pareados. Porém, na comparagdo com
seu respectivo controle, os animais pareados que receberam controle,
eles apresentaram diferenca estatistica * p<0,05, utilizando ANOVA de
duas vias (tratamento x pareamento) seguido de pds-teste de Newman
Keuls. Na avaliagdo do tempo de aproximacdo, 0s animais ndo
apresentaram diferencas estatisticas quando comparados aos controles
pareados e ndo-pareados. No nimero de cruzamentos, um controle
locomotor do teste, todos os grupos foram semelhantes.

Em EC-II, representado na figura 15, todos os grupos
analisados apresentaram o mesmo perfil de respostas aos parametros
avaliados do dia anterior, avaliacdo de risco F[(3, 32) = 8,206; p=
0,0003]. Apenas a porcentagem de no tempo escondido, os animais
tratados com reserpina na dose de 0,5 mg/kg, ndo foi diferente
estatisticamente do grupo pareado F[(3, 32) = 3,678; p = 0,022], onde #
p<0,05 comparando ao grupo ndo pareado e * p<0,05 quando
comparado ao controle pareado. No nimero de cruzamentos, um
controle locomotor do teste, todos os grupos foram semelhantes.
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Figura 16. Efeitos da administracdo de reserpina (0,5 ou 1,0
mg/Kg) no condicionamento olfatorio. Valores representados
em média + E.P.M. Onde “*” representa diferenca significativa,
p < 0,05, qguando comparado aos animais pareados e # p < 0,05,
quando comparado aos animais ndo- pareados, utilizando
ANOVA de 2 vias seguido de Pds-teste de Newman Keuls. A
tarja hachurada representa a média de todos os animais durante
a familiarizacdo (N=8-10/grupo).
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4.2 Ambiente enriquecido

Com a finalidade de avaliar o efeito protetor do AE, os
experimentos foram selecionados de acordo com os resultados
estatisticamente significantes em animais testados no AP.

4.2.1 Avaliacdo das alteracdes emocionais
4.2.1.1 Consumo de sacarose

Durante a fase inicial de adaptacdo, na qual os ratos foram
habituados a beber das duas garrafas (ambas preenchidas com agua). No
dia 2, uma das garrafas foi substituida por sacarina (teste) e no dia 3 a
posicdo das garrafas foram invertidas (teste). Os ratos do grupo
reserpina 1,0 mg/kg consumiram, significativamente, menos sacarose
que o grupo controle *p<0,05, T14=( 2,752, p= 0,02), utilizando o teste t
de Student. Além disso, ndo foram observadas diferencas no consumo
total de agua durante esse periodo.

il L

[0

&3 Controle

@ Reserpina 1,0

[e2]

Consumo de liquido (g)
N B

Agua Agua Sacarose
aEnE—— CEEEE———
Habituacao Teste

Figura 17. Efeitos da administracdo de reserpina (1,0 mg/Kg) no teste do
consumo de sacarose em animais expostos ao ambiente enriquecido. Os
valores sdo expressos como média + E.P.M, onde *P<0,05 (em
comparacao com o grupo controle pelo teste t de Student (N=8/grupo).
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4.2.1.2 Teste do Nado forcado

O teste do nado forcado foi utilizado para monitorar o
comportamento tipo-depressivo dos animais. A partir da figura 19,
observa-se que os animais do ambiente enriquecido, tratados com
reserpina na dose de 1,0 mg/Kg ou controle, ndo apresentaram
diferencas estatisticas no tempo de imobilidade quando comparados ao
controle, utilizando teste t de Student.
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Figura 18. Efeitos da administracdo de Reserpina (1,0 mg/Kg)
no teste do nado forcado em animais submetidos ao
enriquecimento ambiental. Os valores sd0 expressos como
média +/- epm (N=6/grupo), utilizando teste t de Student.

4.2.2 Testes que avaliam a capacidade olfatoria
4.2.2.1 Discriminacdo olfatdria

Os animais criados no ambiente enriquecido, tratados com
reserpina 1,0 mg/Kg ou controle, foram submetidos ao teste da
discriminacdo olfatoria, representado na figura 20. O grupo controle ndo
apresentou preferéncia por nenhum dos compartimentos, sendo que o
tempo de permanéncia nos compartimentos familiar e ndo-familiar ndo
apresentou diferencas estatisticas, utilizando ANOVA de uma via. Os
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animais tratados com reserpina na dose de 1,0 mg/Kg apresentaram
resposta semelhante ao grupo controle F[(3,18)=0,98; p=0,4].
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Figura 19. Efeitos da administracdo de reserpina (1,0 mg/Kg) no teste da
discriminacdo olfatdria nos animais criados em ambiente enriquecido.
Valores representados em média + E,P.M, utilizando ANOVA de uma
via (N=6/grupo).

4.2.3 Teste que avaliam o desempenho cognitivo dos animais
4.2.3.1 Teste do Condicionamento olfatério de medo

Os animais criados no ambiente enriquecido foram submetido
ao condicionamento de medo olfatoério, nas doses de 1,0 e 0,5 mg/Kg de
reserpina. A figura 21 demonstra que em EC-I, os animais tratados com
reserpina, submetidos ao pareamento, tiveram uma resposta semelhante
ao seu controle pareado, nos parametros tempo de avalia¢do de risco, e
no tempo escondido, utilizando ANOVA de uma via. A avaliagdo do
nimero de cruzamentos, controle locomotor do teste, também ndo
apresentou diferencas entre 0s grupos .

Em EC-II, os grupos analisados apresentaram o mesmo perfil de
respostas aos parametros avaliados do dia anterior, onde todos 0s grupos
avaliados ndo apresentaram diferencas, na avaliacdo de risco, no tempo
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escondido, no tempo de aproximacdo e no ndmero de cruzamentos no
utilizando ANOVA de uma via.
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Figura 20. Efeitos da administracdo de reserpina (0,5 e 1,0 mg/Kg) no
condicionamento olfatério em animais submetidos ao enriquecimento
ambiental. Valores representados em média + E,P.M, utilizando
ANOVA de uma via N=8/grupo.
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4.3 Resumo dos resultados

Reserpina Reserpina
0,5 1,0 0,5 1,0
Campoaberto. X X -- --
Labirinto em cruz X X —= —=
elevado

Nado forcado X X — N
Consumo de sacarose X ¢ = ¢
Discriminacdo olfatéria X J - X
Esguivainibitoria X X — —

Condicionamento ¥ ik X X
olfatorio de medo

X : Nao foi diferente do controle
-L: Apresentou prejuizo comparando com controle
--: Dose nao avaliada

Tabela 1: Resumo dos resultados do tratamento com reserpina nos ratos
criados em ambiente padrdo e ratos submetidos ao enriquecimento
ambiental.
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5. DISCUSSAO

Conforme descrito na introducdo, a doenca de Parkinson se
manifesta, inicialmente, por prejuizos olfativos (Doty et al., 1988; Doty,
2007), emocionais (Fukunishi et al, 1991; Starkstein et al, 1993) e
cognitivos (Emre, 2003), antes mesmo das alteracdes motoras serem
percebidas (Faglioni et al., 1997; Chaudhuri e Schapira, 2009). Assim, o
estudo de modelos que reproduzam as alteragcdes pré-motoras da DP
contribui para o entendimento dos processos nheuropatologicos, bem
como auxilia o desenvolvimento de terapias neuroprotetoras nos
estagios iniciais da doenca (Chen, 2010a).

O presente estudo procurou investigar um modelo de sintomas
pré-motores da doenca de Parkinson. Os resultados da avaliacdo
locomotora, por meio do teste do campo aberto, demonstraram que 0s
ratos tratados com reserpina ndo apresentaram hipolocomog¢do em
nenhuma dose avaliada (0,5 e 1,0 mg/Kg). Esses achados corroboram
dados anteriores nos quais a dose de 1,0 mg/kg de reserpina ndo alterou
a locomocgdo dos animais no teste do campo aberto (Prediger et al.,
2005b). Desta forma, as duas doses foram selecionadas para avaliacdo
dos efeitos emocionais, olfatérios e cognitivos.

Os resultados mais relevantes observados foram a inducéo de
efeitos tipo-depressivos no consumo de sacarose e no teste da natacdo
forcada e prejuizo no condicionamento olfatdrio de medo (COM),
mesmo na auséncia de prejuizos na discriminacdo olfatéria. Em etapa
subseqliente foi verificado que em ratos expostos ao ambiente
enriquecido (AE), os efeitos comportamentais iniciais observados em
ratos mantidos em ambiente padrdo foram revertidos. Digno de destaque
o efeito protetor do AE no COM que integra num Unico teste diferentes
aspectos da emocionalidade.

Na avaliacdo dos possiveis efeitos tipo-depressivos, induzidos
pela reserpina, observou-se um efeito aneddnico através da reducdo do
consumo de sacarose induzido pela administracdo de reserpina na dose
de 1,0 mg/Kg. A avaliacdo do consumo de agua pelos animais ¢ um
importante controle motor neste modelo, sendo que a redugdo desse
comportamento pode inferir uma dificuldade locomotora. Como descrito
nos resultados, ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos
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avaliados no consumo de agua, corroborando nossos resultados de
locomogdo no campo aberto e no LCE. Outro modelo comportamental
que avalia o potencial de drogas antidepressivas foi utilizado, o nado
forcado. A reserpina promoveu um aumento significativo no tempo de
imobilidade na dose de 1,0 mg/Kg, semelhante ao perfil observado no
teste do consumo de sacarose, reforcando um efeito pré-depressivo
induzido pela reserpina..

Esses achados confirmam estudos prévios, onde a administracao
de reserpina, em baixas doses, reduziu o consumo de sacarose em
camundongos (Skalisz et al., 2002). Os efeitos depressivos da reserpina
ja séo relatados ha mais de 50 anos, tanto em humanos quanto em
roedores (Porsolt et al., 1979; Healy e Savage, 1998; Devadoss et al.,
2010).

Esses resultados demonstram que a reserpina mimetiza
sintomas observados nos diferentes estagios da DP. Semelhante a outros
modelos pré-motores da DP (Branchi et al., 2008; Tadaiesky et al.,
2008; Branchi et al., 2010), onde a lesdo de neurdnios dopaminérgicos
promovida pela 6-OHDA induziu prejuizos semelhantes aos resultados
encontrados em nossos resultados.

Clinicamente, na DP a depressdo e a ansiedade costumam ser
relatadas pelos pacientes como um Unico sintoma ou como disforia
(Nissenbaum et al., 1987). Ja a nivel central, a diminui¢do pds-sinaptica
dos receptores dopaminérgicos do tipo 2 no nlcleo accumbens também
¢ observada (Cantello et al., 1989), acompanhada de alteracdes em
outros substratos neuronais, tais como, os receptores noradrenérgicos no
LC (Chan-Palay e Asan, 1989) e 0s receptores serotonérgicos nos
ndcleos da rafe (Mayeux et al., 1984). A anedonia também é uma
caracteristica importante da depressdo clinica, e uma vez que as
projecdes dopaminérgicas mesolimbica e mesocortical possam estar
degeneradas na DP, sugere-se que os danos nessas vias relacionadas a
recompensa poderiam contribuir diretamente para a alta incidéncia de
depressdo relatada na doenca (Fibiger, 1984).

Na avaliacdo da capacidade olfatdria dos ratos, a administracdo
aguda de reserpina (1 mg/kg) induziu um prejuizo significativo na
discriminacdo olfativa dos animais. Eles passaram a explorar os dois
compartimentos (familiar e ndo-familiar) de maneira semelhante,
confirmando estudo anterior em nosso laborat6rio (Prediger et al.,
2005b).
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Estudos utilizando modelos de estagios iniciais da DP ja
avaliaram esse parametro. A lesdo parcial de neurdnios dopaminérgicos,
induzida pela administracdo intranasal de MPTP, promoveu prejuizo na
capacidade olfatéria de ratos (Prediger et al., 2006). Em uma abordagem
genética, camundongos com reducdo na expressdo dos transportadores
de monoaminas tiveram prejuizos na discriminacéo olfatéria (Taylor et
al., 2009). Outro modelo animal, utilizando a toxina 6-OHDA em ratos,
a lesdo parcial dos neurdnios dopaminérgicos estriatais ndo induziu
prejuizos na discriminacdo olfatdria (Fernandez-Ruiz et al., 1993;
Tadaiesky et al., 2008). Tais diferencas podem ocorrer pelos distintos
niveis de lesdo ou deplecdo dopaminérgica promovidos por cada modelo
e pelas diferentes espécies utilizadas.

Clinicamente, déficits na funcéo olfatéria na DP, em humanos,
foram descritos na identificacdo, deteccdo, reconhecimento e
discriminacdo de odores (Ansari e Johnson, 1975; Doty et al., 1988;
Mesholam et al., 1998; Tissingh et al., 2001; Doty, 2007).

Cabe destacar agora a avaliacdo do efeito da reserpina no
condicionamento olfatério de medo (COM), que examinou se 0s
prejuizos emocionais, olfatérios e cognitivos seriam diferenciados
quando testados num Unico modelo, uma vez que, clinicamente, esses
transtornos se apresentam interligadas na DP (Marsh et al., 2004;
Chaudhuri e Schapira, 2009). Adicionalmente sabe-se que algumas
estruturas comprometidas no inicio da DP (Braak et al., 1994; Braak et
al., 2006b; Braak e Del Tredici, 2010), correspondem as areas
importantes para aquisicdo do COM, tais como, amigdala basolateral
(ABL) e outros nucleos, areas corticais, o cOrtex perirrinal anterior
(Herzog e Otto, 1997; Cousens e Otto, 1998) e o hipotdlamo medial
(Canteras et al., 2008; Pavesi et al., 2011).

Neste teste, os animais pareados foram expostos ao odor
(estimulo neutro) e ao estimulo aversivo (estimulo incondicionado)
paralelamente, estabelecendo um condicionamento, onde o odor passa a
ser um estimulo condicionado (EC-I). Quando esse pareamento ocorre,
ha um aumento nos parametros de ansiedade, o tempo escondido, tempo
de aproximacdo e da avaliacdo de risco, quando comparados aos animais
ndo pareados expostos aos EC-l. Neste modelo, trabalhos anteriores
demonstraram que a exposicdo do odor (EC-I) em um novo contexto
estabelece um segundo pareamento, onde 0 novo contexto se torna o
estimulo condicionado Il (EC-1l). Tal processo associativo €
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denominado condicionamento de segunda ordem, sendo avaliado de
maneira semelhante ao EC-l. Quando o EC-I ndo acontece, 0
condicionamento de segunda ordem também ndo ocorre, uma vez que
sdo dependentes (Paschall e Davis, 2002).

O pré-tratamento com reserpina, nas doses de 0,5 e 1,0 mg/Kg
24 horas antes da sessdo de condicionamento, prejudicou a aquisi¢do do
condicionamento, avaliado em EC-I, onde os pardmetros de ansiedade
foram diferentes do controle. Com a auséncia do primeiro
condicionamento, o condicionamento de segunda ordem também ndo
ocorreu (EC-II). Em um dos parametros em EC-II, o tempo escondido, a
dose de 0,5 mg/kg ndo foi diferente estatisticamente do grupo controle
pareado. Da mesma maneira, o tempo de aproximagdo nao apresentou o
mesmo padrdo dos demais comportamentos, porém, essa avaliacdo nao
se baseia apenas em um parametro, sendo necessario analisa-los de uma
forma conjunta.

Os animais ndo-pareados constituem um controle negativo do
experimento e ndo devem apresentar respostas aversivas quando
expostos ao odor em EC-I e, consequentemente, ao contexto em EC-II.
Esse grupo avalia se 0 contexto ou o0 odor podem gerar respostas
aversivas por si so. Cabe ressaltar que neste teste os animais nao-
pareados apresentaram perfomance motora semelhante aos demais
grupos. Como na maioria dos testes utilizados, o prejuizo motor dos
animais poderia alterar a resposta comportamental, utilizamos o nimero
de cruzamentos como um controle locomotor.

Diferente dos testes anteriores, esse teste foi o mais sensivel,
onde a dose de 0,5 mg/kg alterou o desempenho dos animais. O prejuizo
no COM observado na maior dose (1,0 mg/Kg) pode ser justificado pela
perda da capacidade discriminativa observada no teste de discriminagéo
olfatoria, portanto, a discussdo serd baseada na menor dose.

A reserpina ndo foi previamente testada no COM, porém, um
estudo utilizando o condicionamento contextual de medo, em ratos, com
baixas doses de reserpina (inclusive 0,5 mg/kg) demonstrou que 0s
animais tratados apresentavam redugdo no tempo de congelamento
(Fernandes et al., 2008), enquanto outras memdrias sem componentes
emocionais, avaliadas no reconhecimento de objeto, por exemplo, ndo
se encontravam prejudicadas nessas doses (Fernandes et al., 2008).
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Outros modelos animais de sintomas ndo-motores da DP ainda
ndo foram testados na avaliacdo do aprendizado com pistas aversivas,
porém, um trabalho demonstrou que a lesdo dopaminérgica com 6-
OHDA na amigdala, bilateralmente, prejudicou a resposta aversiva a
odores, sem prejudicar a discriminag&o olfatoria, assim como em nossos
resultados. Ainda nesse estudo, observou-se que o0 aumento dos niveis
de catecolaminas reverteu esse prejuizo (Fernandez-Ruiz et al., 1993).

Conforme citado anteriormente, acredita-se que a amigdala seja
responsavel pelo processamento de odores com intensidade emocional
(Aggleton, 1993; Adolphs et al., 1994; Ledoux, 2000), sendo que a
inibicdo dessa regido resultou no prejuizo do COM (Baba et al., 2011),
enquanto o cortex entorrinal pré-processa a informagcdo para o
hipocampo, que estd intimamente relacionado com memoria e
aprendizado.

Farmacologicamente, a reducdo de monoaminas, em diferentes
estruturas, pode alterar as respostas condicionadas de medo. A
transmissdo noradrenérgica ja foi previamente testada nesse paradigma,
Kroon e Carobrez (2009) demonstraram que a administracdo do beta-
blogueador propanolol, atenuou respostas defensivas dos animais. A
dopamina também exerce um importante papel nesse tipo de
condicionamento (Royer et al., 1999), além da sua participacdo no
processamento e aprendizado olfatorio (Brennan e Keverne, 1997). O
bloqueio do receptor dopaminérgico 1, prejudica a evocacdo da resposta
de medo condicionada (Nader e Ledoux, 1999). Além disso, 0 aumento
dos niveis de serotonina na amigdala basolateral promove uma reducdo
da resposta de freezing.

Nos demais testes comportamentais, utilizando ratos mantidos
em ambiente padrdo, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significantes. Conforme ja antecipado, no teste do campo aberto nédo
houve diferenca significativa na locomocao central entre os grupos.

Pelo fato dessa medida, avaliada no campo aberto, poder ser
influenciada por outros fatores, além da ansiedade, como atividade
locomotora, exploragdo e a novidade, podendo gerar imobilidade ou
aumento da locomocgdo na periferia do aparato, esta analise tem sido
criticada (File, 2001). Outros estudos relatam diferencas no
comportamento emocional, com respostas distintas entre o teste do
campo aberto e do labirinto em cruz elevado, como foi observado no
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trabalho de Ramos e Mormede (1998). O efeito da administracdo de
baixas doses de reserpina também foi avaliado no LCE. Sua premissa
inicial associa a aversdo dos bracos abertos a altura e a tendéncia dos
roedores a se esquivarem de areas abertas, desconhecidas e
potencialmente perigosas, como os principais fatores geradores de
conflito (Treit et al., 1993; Carobrez e Bertoglio, 2005).

Foi possivel observar que os ratos tratados com reserpina em
ambas as doses, ndo demonstraram alteracdo no nimero de entradas ou
permanéncia nos bracos abertos, demonstrando que a droga ndo exerceu
efeito ansiolitico ou ansiogénico nos ratos. Da mesma maneira, ela ndo
alterou o nimero de entradas nos bracos fechados, sugerindo que nédo
houve efeito hiperlocomotor ou sedativo. Esses achados sdo
concordantes aos resultados obtidos no teste do campo aberto.

Outros estudos utilizando a reserpina ja avaliaram parametros
similares. Labuda e Fuchs, (2002), utilizando ratos, demonstraram que a
dose de 1,0 mg/kg no modelo do LCE ndo apresentou alteracdes no
tempo de permanéncia nos bracos abertos, nem no nimero de entradas
nos bracos fechados, assim, como demonstrado nos resultados do
presente estudo. Em camundongos, outro estudo, utilizando doses
menores (0,1, 0,25 e 0,5 mg/Kg), também ndo encontrou alteracbes no
tempo de permanéncia nos bragos abertos (Tolardo et al., 2010)

Nossos resultados demonstraram ainda que os ratos tratados
com reserpina ndo apresentaram alteragGes no aprendizado medido na
esquiva passiva, em ambas as doses. Este resultado confirma trabalhos
prévios da literatura demonstrando que camundongos submetidos a este
teste ndo apresentaram amnésia quando a reserpina (4 mg/Kg) foi
administrada 24 horas antes do treino (Walsh e Palfai, 1978). De
maneira oposta, um trabalho utilizando a dose de 1,0 mg/Kg de
reserpina em camundongos, administrada imediatamente apds o treino,
prejudicou a performance dos animais durante o teste (Alves et al.,
2000). A diferenca de protocolos e espécies poderia justificar as
respostas obtidas. A reserpina age em diversas regifes cerebrais em
roedores, apresentando niveis distintos de deplecdo de monoaminas em
cada regido (Yoshitake et al., 2004). Embora seu periodo de agdo seja
extenso, aproximadamente 120-180 horas (Boulton et al., 1977), ela
parece apresentar diferentes padrfes temporais, dependendo da dose
utilizada ou espécie animal avaliada (Penev et al., 1994).
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O conjunto desses resultados sugere uma disfuncdo entre o
processamento do estimulo aversivo e a geracdo de uma resposta
apropriada. Além do prejuizo emocional e olfatorio, a fungédo cognitiva
também esta afetada. Na DP. Esses prejuizos vém sendo associados
primariamente com uma disfuncdo cortical e da atividade amigdalar
(Kawamura e Kobayakawa, 2009).

Como parte de extrema relevancia deste trabalho, encontra-se a
avaliacdo dos efeitos protetores da exposicdo ao AE frente aos possiveis
danos induzidos pela reserpina e discutidos anteriormente. Sabe-se que
0 estilo de vida é considerado um importante fator no desenvolvimento
dos processos neurodegenerativos (Dobrossy e Dunnett, 2004). Dessa
maneira, 0 AE poderia ser eficaz na reducdo do processo patoldgico da
DP, tanto como estratégia preventiva (Anastasia et al., 2009), como
durante a progresséo dessa patologia (Jadavji et al., 2006), melhorando a
capacidade adaptativa funcional causada por danos, traumas ou
envelhecimento (Mora et al., 2007).

Outros modelos da DP, abordando apenas 0s prejuizos motores,
ja foram anteriormente testados no AE (Nithianantharajah e Hannan,
2006; 2010). Essa modificacdo ambiental apresentou efeitos benéficos,
tais como: a diminuicdo da perda dopaminérgica estriatal e de seus
transportadores, aumento da expressao do fator neurotréfico derivado de
célula glial, além de aumentar a resisténcia ao MPTP e reduzir seus
prejuizos motores (Bezard et al., 2003). Em outro modelo animal de DP,
0 AE protegeu o sistema nigroestriatal da lesdo induzida por 6-OHDA
(Anastasia et al., 2009).

Assim, a necessidade do estudo da interacdo entre o
enriquecimento ambiental e modelos animais pré-motores da DP se da
pela escassez de trabalhos na literatura abordando esses temas em
conjunto. Da mesma maneira, a baixa efetividade nos tratamentos
neuroprotetores, parece ocorrer pelo fato de que as lesdes neuronais ja
se encontram estabelecidas e em grau avancado quando o diagnostico é
feito a partir dos sintomas motores (Chen, 2010b).

Apenas um recente estudo aborda esse tema, onde lesdes
parciais foram induzidas pelo MPTP nos neur6nios dopaminérgicos da
SNPc. Porém, os sintomas comportamentais pré-motores nao foram
avaliados, e 0s animais lesionados apresentaram leves prejuizos
motores. Além disso, os animais foram submetidos ao AE pds-lesdo,
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ndo avaliando a capacidade neuroprotetora dessa estratégia ambiental. A
regeneracdo de neurbnios dopaminérgicos apenas foi observada em
animais adultos jovens, demonstrando a importancia da intervencéo
ambiental no inicio da degeneracdo (Goldberg et al., 2011).

Na avaliagdo da influéncia ambiental nos pardmetros
emocionais, utilizamos a dose de 1,0 mg/Kg, onde observou-se
comportamento depressivo nos animais do AP. Assim, no teste do
consumo de sacarose, 0 tratamento com reserpina, 1,0 mg/Kg,
promoveu uma diminuicdo no consumo em animais mantidos em AE.
Esse efeito pode ser atribuido a uma perda do prazer ou motivacdo na
presenca de um estimulo recompensador (anedonia), avaliado como um
comportamento do tipo depressivo. Contudo, verificou-se que a mesma
dose de reserpina utilizada no teste do nado forcado, ndo induziu o
aumento do tempo de imobilidade.

Embora os dados parecam controversos, em um estudo
previamente realizado em nosso laboratorio, de Carvalho et al (2010)
apresentou 0 mesmo padrdo de resultados no teste de consumo de
sacarina, onde os animais criados em AE apresentaram uma diminuicdo
no consumo desse adocante. Neste trabalho, além da reducdo do
consumo de sacarina, 0 AE reduziu o consumo de etanol, sugerindo uma
diminuicdo do interesse por estimulos reforcadores naturais ou drogas
de abuso (De Carvalho et al., 2010).

Além disso, outro trabalho utilizando o consumo de sacarose, 0
teste do nado forcado e os niveis de dopamina no estriado, em ratos
Sprague-Dawley criados em AE, demonstrou dados semelhantes
(Brenes e Fornaguera, 2008; Brenes et al., 2008). Foi observada uma
correlacdo negativa entre o teste do consumo de sacarina e o tempo de
imobilidade no nado for¢ado nos animais criados em AE, enquanto que
nos animais do AP a correlacdo foi positiva. Esse perfil de resposta dos
animais expostos ao AE, ndo foi acompanhado de alteracdo nos niveis
de dopamina estriatal quando comparado ao AP, 0 que sugere uma
maior capacidade adaptativa funcional do AE (Brenes e Fornaguera,
2008; Brenes et al., 2008).

Em paralelo, estudos demonstram que animais submetidos ao
enriquecimento ambiental apresentam uma diminuigdo de receptores D1
na regido pré-frontal do cértex, acompanhada de uma diminuicdo do
transportador desse neurotransmissor (Del Arco et al., 2007a).
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As alteracGes dopaminérgicas sdo controversas no que diz
respeito ao enriquecimento ambiental. Embora alguns estudos
demonstrem uma reducdo dopaminérgica (Del Arco et al., 2007b),
outros sugerem que AE é capaz de proteger a lesdo de neurdnios
dopaminérgicos induzida pela toxina MPTP (Faherty et al., 2005). Da
mesma forma, outro estudo demonstrou que o0s animais submetidos ao
AE sdo 200% mais resistentes as lesdes causadas por essa toxina
(Bezard et al., 2003).

A serotonina € um importante neurotransmissor relacionado a
depressdo, e 0 possivel aumento deste, promovido pelo AE (Fernandez-
Teruel et al., 2002), pode ser um mecanismo fundamental para as
alteracbes comportamentais obtidas. Esses animais seriam menos
sensiveis a deplecdo de catecolaminas promovidas pela reserpina (Ueda
et al., 2005). Uma explicacdo plausivel para essa alteracdo seria a
interacdo social, uma wvez que animais isolados possuem uma
diminuicdo nesse neurotransmissor quando comparados com o ambiente
padrdo (Brenes et al., 2008).

Embora, por problemas técnicos, 0s experimentos com a
dosagem de monoaminas ndo tenham sido incluidos no presente
trabalho, estudos anteriores ja dosaram os niveis de monoaminas em
algumas areas cerebrais de ratos apos a administracédo intraperitoneal de
reserpina (Boulton et al., 1977; Penev et al., 1994; Kannari et al., 2000).
No nlcleo caudado, a reserpina na dose de 0,4 mg/Kg depleta quase
50% dos niveis dopaminérgicos, 24 horas apds a administracéo,
enquanto a administracdo de 1,0 mg/Kg reduz cerca de 90% dos niveis
de DA nessa estrutura. As quantidades de NA foram mensuradas no
talamo, onde a menor dose apresentou uma reducdo superior a 50%,
enquanto a maior dose depletou 70% dessa amina. Da mesma maneira,
0s niveis de serotonina foram avaliados no tronco cerebral, onde a
menor dose reduziu por volta de 30% a concentracdo desse
neurotransmissor enquanto a maior dose reduziu 70%. Em todas as
dosagens, esses perfis foram analisados novamente 96 horas apds a
administracdo da droga, onde foi obtido o mesmo padrdo de
concentracOes (Boulton et al., 1977).

Outros trabalhos também se propuseram a estudar os modelos
animais pré-motores da DP e avaliar os niveis de monoaminas. A
administracdo intranasal de MPTP promoveu uma reducdo de 25% e
50% dos niveis de DA na substancia negra e bulbo olfatério,
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respectivamente (Prediger et al., 2006). Em um modelo genético,
utilizando camundongos nocaute para o transportador de monoaminas,
houve uma reducdo de aproximadamente 80-90% dos niveis de
monoaminas no estriado, cortex pré-frontal e hipocampo (Taylor et al.,
2009). Em outro modelo previamente utilizado em nosso laboratério, a
6-OHDA, administrada no estriado de ratos, promoveu uma reducdo de
60% da DA estriatal, além de reduzir 30% de 5-HT no estriado e de NA
no cortex pré-frontal (Tadaiesky et al., 2008).

Os niveis dessas monoaminas tém grande relacdo com o
aparecimento das alteracbes emocionais, olfatorias e cognitivas na DP.
Clinicamente, a via nigroestriatal é a mais atingida pela
neurodegeneracdo na DP (Nieoullon e Amalric, 2002), porém outras
vias também parecem estar afetadas. Em estagios avangados, 0s niveis
estriatais de dopamina sdo reduzidos em 70-80% (Riederer e Wuketich,
1976; Lindner et al., 1999), porém também ocorre perda de
aproximadamente 30-50% de neurdnios ndo-dopaminérgicos (Braak et
al., 2003).

No teste da dscriminacdo olfatdria, os animais submetidos ao
AE apresentaram um padrdo de respostas distintas as observadas em
animais do AP. Eles ndo apresentaram preferéncia por nenhum
compartimento (familiar ou ndo-familiar), tanto em animais controle,
quanto em animais tratados com reserpina na dose de 1,0 mg/Kg.

Esses resultados ndo parecem estar relacionados a dificuldade
na identificacdo de odores, jA& que um estudo demonstrou que essa
modificacdo ambiental ndo altera a neurogénese nem a proliferacdo
celular de células tronco no bulbo olfatério (Brown et al, 2003). Porém,
foi observado melhora na discriminagdo de odores que exijam um
aprendizado, tais como os odores com cargas emocionais (Roy et al.,
2001). Além disto, outros autores demonstraram que 0 enriguecimento
ambiental ndo prejudica a discriminacgdo social (Pefia et al., 2006).

Um achado que poderia justificar os resultados obtidos é o fato
de que o enriquecimento ambiental reduz a atividade locomotora e o
impacto a novidade, promovendo uma habituacdo mais rapida a novos
ambientes (Van Waas e Soffie, 1996), o que aumentaria o tempo de
exploracdo no compartimento ndo-familiar. De acordo com esses
resultados, De Carvalho e colaboradores (2010) demonstraram que ratas
da linhagem espontaneamente hipertensa (SHR), submetidas ao
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enriquecimento ambiental, apresentaram reducdo na atividade
locomotora e exploratdria em relacdo as ratas criadas em AP.

Em relacéo aos efeitos do AE no condicionamento olfatério de
medo (COM), deve ser ressaltado que o tratamento com reserpina nas
doses de 0,5 e 1,0 mg/Kg ndo induziu diferencas quando comparados
aos animais controle. Eles adquiriram o aprendizado associativo tanto de
primeira ordem, quanto o de segunda ordem. No pardmetro locomotor, o
ndmero de cruzamentos, 0s animais tratados com reserpina nao
apresentaram diferengas quando comparados ao seu controle. Esses
resultados sugerem um efeito protetor do AE, frente as alteracdes
promovidas pelo tratamento com reserpina.

Como é a primeira vez que o efeito do AE ¢ testado no COM,
cabe aqui discutir as alteracdes observadas. Ao serem expostos a caixa
de condicionamento, durante a familiarizacdo, os animais permaneceram
escondidos por mais tempo. A avaliagdo de risco, durante a
familiarizacdo, também foi diferente, sendo mais elevado nos animais
submetidos ao AE. A atividade locomotora também foi reduzida,
refletida no nimero de cruzamentos diminuidos.

Esses parametros parecem demonstrar um aumento das
respostas aversivas dos animais submetidos ao AE ambiente
enriquecido. Porém, a diminuicdo na atividade exploratdria poderia
resultar no aumento dos demais comportamentos. No AE a reatividade
ao estresse € diminuida, principalmente por alteragdes no sistema
colinérgico (Del Arco et al., 2007b). Nesse ambiente 0 aumento da
acetilcolina promovido pela dopamina durante essas situacdes é menor,
quando comparados ao AP (Del Arco et al., 2007a). Os niveis de
adrenalina e de noradrenalina, dos animais criados em AE sdo
significativamente mais baixos em resposta ao aumento de manipulacao
quando comparados ao AP (Moncek et al., 2004). De acordo com esses
achados, um trabalho relacionando o odor da urina de gatos com AE
demonstrou uma diminuicdo no comportamento defensivo quando
comparado ao AP (Klein et al., 1994).

A melhora do aprendizado associativo observada nesse
paradigma pode ser justificada pela neurogénese hipocampal (Brown et
al., 2003), promovida por essa estratégia ambiental. O AE ja
demonstrou melhora cognitiva (Nithianantharajah e Hannan, 2010),
podendo restaurar memérias de longo prazo e perdas neuronais
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resultantes de injurias cerebrais. O AE pode reduzir a deplecdo de
dopamina relacionada ao prejuizo da memoria de trabalho observada em
danos cerebrais e no envelhecimento (Okuda et al., 2009). Esse efeito
neuroprotetor poderia ser responsavel pelos resultados obtidos no COM.

A diminuicdo na deplecdo serotonérgica pode também
contribuir para a melhora no condicionamento. O aumento dos niveis de
serotonina na ABL (Fernandez-Teruel et al., 2002), previamente
observados, promove reducdo nas respostas aversivas, uma vez que esse
neurotransmissor pode alterar os estagios iniciais do processamento do
odor (Petzold et al., 2009). A ABL é conhecida por processar esses
estimulos e gerar uma resposta aversiva, sendo que a inibicdo dessa
regido resulta em prejuizo do COM (Desgranges et al., 2008). O AE
também pode estimular proliferacdo celular nessa estrutura (Okuda et
al., 2009).

Neste sentido, um recente estudo, relacionando ansiedade e
estresse como um modelo de transtorno de estresse pds-traumatico,
avaliou o efeito da exposicdo ao AE nas respostas aversivas em
roedores, demonstrando que esses animais se recuperaram mais rapido
de um episédio traumatico, acompanhado de reducdo da ansiedade e um
aumento da proliferacdo celular hipocampal (Hendriksen et al., 2010).
Uma vez que, clinicamente, a incidéncia desse transtorno vem sendo
relacionada com a atrofia hipocampal e, por consequiéncia, prejuizos na
memoria de curta duracdo (Yaffe et al., 2010). Os efeitos do AE,
anteriormente citados, poderiam justificar a eficacia do AE nesse
modelo (Yaffe et al., 2010).

Avaliando os resultados comportamentais e as regides
neuroanatémicas relacionadas ao processamento do COM e afetadas na
DP descritas na literatura, sugere-se que esse teste poderia ser uma
importante ferramenta para avaliar a validade analdgica de modelos pré-
motores da DP.

De maneira geral, no presente estudo a reserpina induziu
prejuizos em parametros comportamentais semelhantes aos demais
modelos induzidos por neurotoxinas para o estudo dos estagios iniciais
da DP. Nesta patologia, conforme descrito anteriormente, muitos dos
sintomas iniciais sdo atribuidos as alteracdes de monoaminas. Dessa
maneira, a utilizacao de reserpina, em baixas doses, pode representar um
bom modelo animal para os estagios pré-motores da DP, sendo que sua
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facilidade na administracdo sistémica, seu reduzido custo e o baixo risco
para 0 manipulador podem apresentar grandes vantagens na utilizagdo
desse modelo.

Finalmente, a modificacio ambiental parece proteger 0s
prejuizos emocionais, olfatdrios e cognitivos, induzidos pela reserpina,
observados nos ratos criados em ambiente padrdo. Os animais
submetidos ao AE parecem apresentar melhor capacidade de adaptacédo
funcional frente a danos, bem como a agentes estressores. Essas
observacfes podem estar associadas aos efeitos benéficos do AE
apresentados nesse trabalho, bem como as alteragdes basais observadas
nos parametros avaliados. Esse estudo demonstra a importancia da
intervencdo ambiental durante os estagios iniciais da DP, abordando
sintomas ndo-motores e o ambiente de criacdo como estratégia
protetora.
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6. CONCLUSAO

Corroborando os dados da literatura, as alteracfes emocionais e
olfatérias promovidas pela administracdo de reserpina podem ser
detectadas mesmo na auséncia dos sintomas motores. Dessa maneira, a
administracdo aguda de reserpina, em baixas doses, pode constituir um
modelo animal simples e (til para inducdo dos sintomas pré-motores da
DP.

O tratamento com reserpina alterou a aquisi¢do do aprendizado
associativo,  particularmente quando envolvia  processamentos
emocionais. Esses prejuizos foram observados mesmo na auséncia de
déficits na discriminacdo olfatéria e em outras tarefas de aprendizado
associativo, mimetizando o0s prejuizos nas respostas emocionais
observados na DP. Assim, o condicionamento olfatério de medo pode
ser utilizado como teste para avaliacdo e busca por novas terapias nessa
patologia, uma vez que prejuizos nesse teste foram observados em
baixas doses de reserpina, enquanto os demais modelos testados ndo
apresentaram alteracao.

Este trabalho € o primeiro a explorar o paradigma do
enriquecimento ambiental com as alteracdes comportamentais iniciais
da doenca de Parkinson. Ele sugere que a exposicdo a estimulos
cognitivos, sensoriais e motores, durante os estagios iniciais de vida,
induz mudangas neuronais duradouras. Essas alteracGes foram capazes
de promover um efeito protetor, sugerindo que o AE pode ser uma
estratégia de intervencdo nas doencas neurodegenerativas. Cabe
ressaltar, devido as diferencas entre espécies e a vulnerabilidade do
modelo experimental, a extrapola¢do do estudo para condi¢gdes humanas
deve ser cautelosa.
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