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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca
neurodegenerativa mais comum em humanos, sendo
classicamente caracterizada por sintomas motores que estao
relacionados a degeneracéo de neurbnios dopaminérgicos da via
nigroestriatal. A etiologia da DP ainda nao é completamente
compreendida, mas acredita-se que se trata de uma doenca
multifatorial, onde fatores genéticos e ambientais influenciam no
seu desenvolvimento. Entre os fatores ambientais, a exposi¢do a
pesticidas, como o ziram (dimetilditiocarbamato de zinco), vem
ganhando destaque. A exposicdo ocupacional e residencial ao
ziram foi recentemente relacionada ao aumento do risco do
desenvolvimento da DP. Diferentes sais de dimetilditiocarbamato
sdo amplamente utilizados na agricultura e industria, expondo a
populacdo em geral aos seus efeitos toxicos. Estes contaminantes
ambientais podem atingir estruturas encefalicas através do
sistema olfatorio, via nervos olfatorio e trigémeo, ou mesmo pela
passagem transcelular a partir da mucosa nasal. Neste sentido,
este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da administracéo
intranasal (i.n.) de dimetilditiocarbamato de s6dio (NaDMDC), um
sal mais solivel de dimetilditiocarbamato, sobre o0s
comportamentos motores e as alteracdes bioquimicas
relacionadas ao estresse oxidativo/nitrosativo, inflamacédo e
sistema dopaminérgico de camundongos. Além disso, avaliou-se
possiveis alteracbes no sistema melatoninérgico (niveis de
melatonina e seus receptores MT1 e MT2) no sistema nervoso
central (SNC) de camundongos apds a administracdo i.n. de
NaDMDC e o efeito do tratamento com a melatonina sobre as
alteracdes comportamentais e bioquimicas induzidas pelo
NaDMDC. A administracdo de NaDMDC (1 mg/narina/dia) por
quatro dias consecutivos induziu déficits motores avaliados no
teste do campo aberto, escore neurolégico de severidade (ENS) e
rotarod até o dia 7 apds a Ultima administracdo da toxina. Os
déficits comportamentais no teste do rotarod assim como a
reducdo da massa corporal induzida pelo NaDMDC foram
observados até o 35° dia apds o término da administracdo. O
tratamento com os farmacos usados no tratamento da DP L-DOPA
e apomorfina atenuaram os déficits locomotores induzidos pelo
NaDMDC. As alteracdes comportamentais foram relacionadas ao



aumento inicial dos niveis de espécies reativas de oxigénio
(EROs) no bulbo olfatério (BO) e estriado, 2 horas e 24 horas ap6s
a Ultima administracdo, além de dano a membrana celular no
estriado, a qual demonstrou ser mais susceptivel a toxicidade
exercida pelo NaDMDC. A administracdo de NaDMDC também
provocou o0 aumento de metabolitos do estresse
oxidativo/nitrosativo no BO, estriado, cortex pré-frontal e
hipocampo, assim como 0 aumento nos niveis do fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) no BO e estriado, 24 horas apo6s a ultima
administracdo de NaDMDC. Com relacdo ao sistema
dopaminérgico, a administracdo de NaDMDC provocou um
aumento no imunoconteldo de tirosina hidroxilase (TH) no
estriado, no 1° e 7° dia apos a Ultima administra¢cdo de NaDMDC,
e a sua reducédo no 35° dia. No dia 1 apds o tratamento com
NaDMDC observou-se uma redugéo nos niveis de dopamina e o
aumento no seu turnover no estriado. Com relacdo ao sistema
melatoninérgico, a administracdo de NaDMDC aumentou os niveis
de melatonina no BO, nos dias 1 e 7, e no hipocampo no dia 1.
Além disso, observou-se um aumento no dia 1 apds o término do
tratamento com NaDMDC no imunoconteddo do receptor
melatoninérgico MT2 no BO. O tratamento com melatonina (30
mg/kg, via intraperitoneal), 1 h antes de cada administracdo de
NaDMDC, preveniu o aparecimento de déficits motores, perda de
massa corporal, alteracbes do sistema dopaminérgico, assim
como, inibiu o aumento de metabdlitos do estresse
oxidativo/nitrosativo no BO, estriado e cortex pré-frontal dos
animais. Em conjunto, estes resultados demonstram que a
administracdo i.n. de NaDMDC provoca alteracdes
comportamentais e bioquimicas em camundongos relacionadas a
DP. O presente estudo demonstra de maneira pioneira que o
tratamento com a melatonina possui efeitos neuroprotetores frente
a toxicidade exercida pelo NaDMDC, o que destaca o potencial
terapéutico deste neuro-horménio em condicdes de dano
neuronal.

Palavras-chave: Doenga de Parkinson, dimetilditiocarbamato de
sodio, intranasal, vetorizacao olfatéria, melatonina,
neuroprotecao.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is the second most common
neurodegenerative disease in humans, being classically
characterized by motor symptoms, which are related to the
dopaminergic neuronal loss in the nigrostriatal pathway. The
primary PD etiology remais unclear, but it is believed to be a
multifactorial disease, where the combination of genetic and
environmental factors influence its development. Among
environmental factors, exposure to pesticides, such as ziram (zinc
dimethyldithiocarbamate), has been highlighted. Occupational and
residential exposure to ziram has recently been linked to increased
risk of PD developing. Different dimethyldithiocarbamate salts are
widely used in agriculture and industry, exposing the general
population to their toxic effects. These environmental contaminants
can target encephalic structures to exert their toxic effects via the
olfactory pathway, through olfactory and trigeminal nerves, or even
through transcellular passage from nasal mucosa. Therefore, this
study aimed to evaluate the effects of intranasal (i.n.)
administration of sodium dimethyldithiocarbamate (NaDMDC), a
more soluble salt of dimethyldithiocarbamate, on motor function
and biochemical changes related to oxidative/nitrosative stress,
inflammation and dopaminergic system of mice. In addition,
putative NaDMDC-induced alterations on the melatoninergic
system in the central nervous system (CNS) and the effects of
melatonin treatment on changes caused by NaDMDC were also
evaluated. I.n. administration of NaDMDC (1 mg/nostril/day) for
four consecutive days induced motor deficits addressed in the
open field, neurological severity score (NSS) and rotarod tests up
to day 7 after the last administration. Behavioral deficits in the
rotarod test as well as the reduction of body mass induced by
NaDMDC were found to remain significant up to 35" day after the
end of its administration. Pharmacological treatment with the anti-
parkinsonian drugs L-DOPA and apomorphine improved the
locomotor deficits induced by NaDMDC. Behavioral changes were
related to the initial increase of reactive oxygen species (ROS)
levels in the olfactory bulb (OB) and striatum, 2 hours and 24 hours
after the last administration, besides cell membrane damage in the
striatum, which proved to be more susceptible to NaDMDC toxicity.
The administration of NaDMDC also increased
oxidative/nitrosative stress metabolites in OB, striatum, prefrontal



cortex and hippocampus, as well as increased tumor necrosis
factor-a (TNF-a) levels in the BO and striatum, 24 hours after the
last NaDMDC administration. Regarding the dopaminergic system,
administration of NaDMDC increased striatal tyrosine hydroxylase
(TH) immunocontent on the 1%t and 7" day after the last
administration of NaDMDC, and decreased TH levels in the 35"
day. On day 1, there was a reduction in dopamine levels and an
increase in dopamine turnover in the striatum. Regarding the
melatoninerg system, the administration of NaDMDC increased the
OB melatonin levels on days 1 and 7, whereas in the hippocampus
only on day 1. In addition, on day 1 after the end of NaDMDC
treatment, the immunocontent of melatonin MT2 receptor was
increased in the OB. Treatment with melatonin (30 mg/kg
intraperitoneally), 1 h before each administration of NaDMDC,
prevented the onset of motor deficits, loss of body mass, changes
in the dopaminergic system, as well as inhibited the increase of
stress oxidative/nitrosative metabolites in OB, striatum and
prefrontal cortex in animals. Taken together, these results
demonstrate that i.n. NaDMDC administration promotes behavioral
and biochemical changes in mice, related to PD in humans. These
findings reinforce the relationship of dimethyldithiocarbamate
exposure with increased PD development risk, as well as highlight
the importance of olfactory vectoring of environmental toxins as a
possible access route to the CNS. Finally, we demonstrated for the
first time that treatment with melatonin exerts neuroprotective
effects against the NaDMDC toxicity, reinforcing the therapeutic
potential of this neurohormone in neuronal damage conditions
including PD.

Key words: Parkinson's disease, sodium
dimethyldithiocarbamate, intranasal,  olfactory  vectoring,
melatonin.
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H.DCFDA: 2’-7’-diacetato de diclorofluoresceina

H20,: perdxido de hidrogénio

HEK: rim embrionario humano (do Inglés: Human Embryonic
Kidney)

HIOMT: hidroxil-indol-O-metiltransferase

i.c.v.: intracerebroventricular



i.n.: intranasal

i.p.: intraperitoneal

IAPs: proteinas inibidoras de apoptose

IBGE: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
IFN-B1b: interferon-B1b

IGF-I: fator de crescimento semelhante a insulina-tipo | (do Inglés:
Insulin-like Growth Factor-I)

iINOS: 6xido nitrico sintase induzivel

IP: lodeto de Propideo

JO: juncdes ocludentes

KRB: Krebs-Ringer bicarbonato

LCR: liquido cefalorraquidiano

L-DOPA: L-diidroxifenilalanina

M1: cértex motor primario

Mancozebe: etileno-bisditiocarbamato de manganés
MAO: monoamina oxidase

MAO-B: monoamina oxidase B

MAPK: proteina cinase induzida por mitdgeno

MDA: malondialdeido

Metam: N-metilditiocarbamato de sédio

Metiram: amoniato-etileno-bisditiocarbamato de zinco
MHPG: 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol
MPP*:1-metil-4-fenilpiperidina

MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
NaDMDC: dimetilditiocarbamato de sédio

NCX3: trocador sodio-célcio tipo 3 (do Inglés: sodium—calcium
exchanger 3)

NFk-B: fator nuclear kappa-B

NMDA: N-metil-D-aspartato

NPP: nlcleo peduinculopontino

NST: nucleo subtalamico

OH-: radical hidroxila

ONOO:': peroxinitrito

ONS: 6xido nitrico sintase



PARA: Programa de Andlise de Residuos de Agrotdxicos em
Alimentos

PGE2: prostaglandina E2

PKA: proteina quinase A (do Inglés: protein kinase A)

PMSF: fenilmetilsulfonilfluoreto (do Inglés: phenylmethylsulfonyl
fluoride)

Propinebe: propileno-bisditiocarbamato de zinco

PVDF: fluoreto de polivinilideno (do Inglés: Polyvinylidene
Fluoride)

RC: razdo de chances

RNAmM: RNA mensageiro

S.C.: subcutanea

SINAN: Sistema de Notificacdo de Agravos de Notificagdo
SINITOX: Sistema Nacional de Informacdes Toxico-
Farmacoldgicas

SN: substancia negra

SNC: sistema nervoso central

SNpc: parte compacta da substancia negra

SNpr: parte reticulada da substancia negra

SOD: superoxido dismutase

TH: tirosina hidroxilase

TNF-a: fator de necrose tumoral-a (do Inglés: Tumor Necrosis
Fator-a)

UFSC: Universidade Federal de Santa Catarina

UPS: Sistema Ubiquitina Proteossoma (do Inglés: Ubiquitin-
Proteosome System)

v.0.: via oral

VA-VL: nucleo ventral anterior-ventral lateral

Ziram: dimetilditiocarbamato de zinco
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APRESENTACAO

Este trabalho esta dividido em 3 capitulos. No capitulo 1, é
apresentada uma revisdo da literatura sobre o envolvimento dos
pesticidas na etiopatologia da doenc¢a de Parkinson, com destaque
para os dimetilditiocarbamatos. O capitulo 2 apresenta a avaliagéo
da toxicidade da administracdo intranasal de dimetilditiocarbamato
de sd6dio (NaDMDC) em camundongos. No capitulo 3, esta
descrita a avaliacdo da atividade neuroprotetora da melatonina
frente aos déficits induzidos pela administracdo intranasal de

NaDMDC em camundongos.
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1. CAPITULO 1: PAPEL DOS PESTICIDAS NA
ETIOPATOLOGIA DA DOENCA DE PARKINSON - A
EXPOSICAO AO DIMETILDITIOCARBAMATO COMO FATOR
DE RISCO

1.1 INTRODUCAO
1.1.1 Doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) foi descrita originalmente pelo
médico inglés James Parkinson (1755-1824) no seu trabalho
intitulado “Ensaio sobre a paralisia agitante” em 1817. Neste
documento foram descritos os sintomas motores de seis casos
clinicos. Em seus relatos, James Parkinson descreveu que 0s
sentidos e o intelecto destes pacientes estavam intactos (GOETZ,
2011). Posteriormente, o médico francés Jean-Martin Charcot
(1825-1893), através de seu trabalho no Hospital de La
Salpéntriere em Paris, fez diversas contribuicBes a descricdo da
DP, incluindo a renomeacédo da doenga em homenagem a James
Parkinson, a introdu¢cdo do primeiro tratamento baseado na
utilizacdo de anticolinérgicos e o0 estabelecimento dos sinais
cardinais da doenca: rigidez, bradicinesia e tremor de repouso.
Além disso, Charcot realizou a distingéo entre a DP e a Esclerose
Multipla, dentre outras patologias caracterizadas pelo tremor
(TEIVE, 1998; GOETZ, 2011).

Em 1895, Edouard Briassaud formulou a hipétese de que
a substancia negra seria a principal estrutura do sistema nervoso
central (SNC) afetada na DP. Isto s6 foi confirmado por Constantin
Trétiakoff em 1919, em sua tese de doutorado. Neste estudo,
Trétiakoff realizou o estudo post-mortem do encéfalo de 54
pacientes e verificou uma acentuada perda dos neurdnios
pigmentados da substdncia negra, com o aparecimento de
tumefacdo celular, degeneracdo granular e alteracdes
neurofibrilares. As células sobreviventes apresentavam depositos
neurais tipicos, que Trétiakoff nomeou de corpos de Lewy em
reconhecimento ao neuropatologista alemao Friedrich Heinrich
Lewy (1885-1950), que foi quem primeiramente identificou estas
inclusdes citoplasmaticas no nucleo dorsal do nervo vago e na
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substancia inominada de pacientes parkinsonianos (PARENT,;
PARENT, 2010).

As observacdes feitas por Trétiakoff sdo consideradas até
os dias atuais como as principais caracteristicas neuropatologicas
da DP. A morte de neurbnios dopaminérgicos localizados na parte
compacta da substancia negra (SNpc), que enviam projecdes para
0s ganglios da base, provoca uma reducdo nos niveis de
dopamina no estriado. Esta alteracdo neuropatolégica é a principal
responsavel pelos sintomas motores da DP (HIRSCH; GRAYBIEL;
AGID, 1988). A morte neuronal € acompanhada pelo aparecimento
de corpos de Lewy, compostos principalmente pelo acimulo das
proteinas a-sinucleina e ubiquitina. Estes acumulos podem surgir
devido a falhas nos mecanismos de degradacdo proteica como a
autofagia e o sistema ubiquitina proteossoma (UPS, do Inglés:
Ubiquitin-Proteosome System) (Figura 1) (SPILLANTINI et al.,
1997; BLANDINI et al., 2000).

O farmacologista sueco Arvid Carlsson, no final da década
de 1950, foi o primeiro a demonstrar que a dopamina era um
neurotransmissor € ndao somente um metabdlito precursor na
sintese de noradrenalina (CARLSSON, 1959a; b). Posteriormente,
Hornykiewics e colaboradores demonstraram uma acentuada
reducdo nos niveis de dopamina no estriado de pacientes
parkinsonianos (para reviséo ver: HORNYKIEWICZ, 2006; 2010).
Carlsson demonstrou também que a administracdo de reserpina
em coelhos promove uma deplecdo nos niveis de dopamina no
estriado, levando & hipolocomogdo nestes animais, que foi
revertida pela administracdo da L-diidroxifenilalanina (L-DOPA),
precursor da dopamina (CARLSSON, 1959b). Posteriormente, 0
médico grego George Cotzias (1918-1977) obteve bons resultados
na remissdo dos sintomas motores de pacientes Parkinsonianos
utilizando a L-DOPA (YERAGANI et al., 2010; GOETZ, 2011).

Os neur6nios dopaminérgicos da SNpc fazem parte de um
circuito em alga, o circuito cortico-estriado-tdlamo-cortical (Figura
2 A). Este circuito esta envolvido na facilitacdo de movimentos
voluntarios e é dividido em trés vias principais: direta, indireta e
hiperdireta. A via direta reforca a ativagao talamica, levando ao
envio de proje¢fes excitatérias ao cortex, facilitando o movimento
- esta via é estimulada pela ativacdo de receptores
dopaminérgicos do tipo D1 no estriado. Por outro lado, a via
indireta inibe as projecdes talamicas excitatérias, inibindo o
movimento — esta via € inibida pela ativacédo de receptores D2 no
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estriado. J4 a via hiperdireta, que envia proje¢des diretamente do
cortex para o nlcleo subtalamico (NST), tem um efeito supressor
na acao motora. A reducdo da inervacdo dopaminérgica
proveniente da SNpc no estriado, como ocorre na DP, leva a uma
reducdo da ativacdo da via direta, bem como da inibicdo da via
indireta, 0 que provoca uma ativagdo excessiva do segmento
interno do globo palido (GPi) e parte reticulada da substéancia
negra (SNpr), levando a inibicdo do tdlamo, resultando em déficits
motores (Figura 2B) (BLANDINI et al., 2000; CUNHA, 2012).

Figura 1 - Processo de formacgdo dos corpos de Lewy e degeneracdo
dopaminérgica observados na doenca de Parkinson.
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Legenda: Falhas nos mecanismos de degradacdo proteica levam ao
acumulo de proteinas como a a-sinucleina e a ubiquitina. Este acimulo
pode ocasionar a formacé&o de neuritos e corpos de Lewy, culminando na
degeneracao neuronal da substancia negra (SN) caracteristico da doenga
de Parkinson. UPS: Sistema ubiquitina-proteossoma.

Fonte: Adaptado de Irwin e colaboradores (2013).

Os receptores dopaminérgicos envolvidos nesta via
neuronal sdo da superfamilia de receptores acoplados a proteina
G (GPCRs, do Inglés: G protein-coupled receptors). Os receptores
do subtipo D1 (via direta) sdo acoplados a proteinas Gas, que
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estimulam a producdo de monofosfato ciclico de adenosina
(AMPc, do Inglés: adenosine monophosphate) pela enzima adenilil
ciclase (AC) e séo exclusivamente pds-sinapticos. Os receptores
D2 (via indireta) sdo acoplados a proteinas Gaiy, inibindo a AC e
reduzindo os niveis de AMPc, e podem ser pré- e pds-sinapticos.
A ativacao dos receptores dopaminérgicos leva a modulacéo da
atividade de diferentes vias intracelulares, mas destaca-se a
regulacdo da atividade da enzima proteina quinase A (PKA, do
Inglés: protein kinase A) e, por conquéncia, de seus substratos,
como CREB, DARP-32 e receptores ionotrépicos de glutamato
(AMPA e NMDA) (JABER et al, 1996; BEAULIEU ;
GAINETDINOV, 2011).

O diagnostico da DP € realizado com base no
aparecimento da triade: rigidez, bradicinesia e tremor de repouso,
além de boa resposta ao tratamento com L-DOPA. Os pacientes
parkinsonianos somente desenvolvem o0s sintomas motores,
permitindo o diagndstico clinico, ap6s o processo degenerativo
atingir estagios avancados. Nesta condicdo, aproximadamente 60-
70% dos neurbnios dopaminérgicos da SNpc encontram-se
degenerados e os niveis de dopamina no estriado sofrem uma
reducdo de 70-80% (BRAAK et al., 2004). Este fato pode ser
responsavel pela baixa efetividade clinica de diversas drogas e
agentes neuroprotetores testados para o tratamento da DP.
Devido ao diagnéstico em vida da DP ser clinico, atualmente, a
histopatologia realizada na autopsia € a Unica forma de
diagnéstico  definitivo (GELB; OLIVER; GILMAN, 1999;
JANKOVIC, 2008; POSTUMA et al., 2015).

O tratamento da DP tem sido focado na terapia de reposicao
dopaminérgica desde a década de 1960 com o uso da L-DOPA.
Embora esta terapia promova uma melhora temporaria nos
sintomas motores, nao interfere na progresséo da doenca, além
de ocorrer uma reducéo na eficacia com o decorrer do tempo de
utilizagdo  (ALLAIN; BENTUE-FERRER; AKWA, 2008).
Atualmente, embora a L-DOPA continue sendo o “padrao ouro”
para o tratamento da DP, a abordagem farmacolégica inclui
farmacos que aumentem a transmissdo dopaminérgica atuando
de forma pré- ou pés-sinaptica, como apresentado na Figura 3
(POEWE et al., 2017). Ainda, o tratamento crénico da DP com
estes farmacos leva ao surgimento de um grande numero de
efeitos colaterais, incluindo movimentos involuntarios anormais
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(discinesias), flutuagbes do tipo “liga-desliga”, psicoses, entre
outros (AHLSKOG; MUENTER, 2001; POEWE et al., 2017).
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Figura 2 - Circuito cortico-estriado-tdlamo-cortical.
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Legenda: Circuito cortico-estriado-talamo-cortical. Em  condi¢Bes
fisiolégicas (A) os neurdnios dopaminérgicos da parte compacta da
substancia negra (SNpc) ativam os neurdnios estriatais que expressam
receptores D1, da via direta, e inibem 0s neurbnios estriatais que
expressam receptores D2, da via indireta. Apds ser ativada pela SNpc e
pelo cortex, a via direta provoca a inibicao do globo palido interno (GPi) e
da parte reticulada da substancia negra (SNpr). Por outro lado, a ativacao
da via indireta pelo cortex (e inibicdo, em menor escala, pela SNpc),
causa a inibicdo do globo palido externo, o qual inibe o nucleo
subtalamico (NST) e o GPi-SNpr. Em conjunto, essa comunicacéo leva a
uma reduc¢do da inibicao do talamo.
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Continuacgéo da legenda da Figura 2: Como o tadlamo ativa o cOrtex motor
diretamente, pode ser concluido que um aumento da atividade da SNpc
pode promover a atividade motora. Entretanto, na Doencga de Parkinson
(B) a degeneracédo da SNpc reduz a ativagdo da via direta e a inibicdo da
via indireta. Esse desequilibrio estriatal ira provocar um aumento da
ativagdo do GPi-SNpr, mediado pelo NST, além de uma reducédo da
inibicdo que era realizada pelo GPe. Este evento leva a forte inibicao do
talamo, resultando na menor ativagédo do cértex motor. Assim, a redugéo
da transmissdo dopaminérgica da SNpc para o estriado leva a redugéo
da atividade motora. CM, nudcleo centromediano; AMC, &rea motora
cingulada; M1, cértex motor primario; CPM, cortex pré-motor; NPP,
nucleo pedinculopontino; AMS, area motora suplementar; VA-VL, nicleo
ventral anterior-ventral lateral.

Fonte: Przedborski (2017).
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Figura 3 - Alvos das drogas dopaminérgicas na doenca de Parkinson.
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Legenda: As drogas que atuam de maneira pré-sinaptica incluem a L-DOPA em combinac¢do com inibidores periféricos
das enzimas descarboxilase de aminoacidos aromaticos (DCAA) e catecol-O-metiltransferase (COMT). Os inibidores
da enzima monoamina oxidase B (MAO-B) aumentam a disponibilidade de dopamina na sinapse. Os agonistas
dopaminérgicos atuam através da ativacdo direta dos receptores dopaminérgicos de maneira pds-sinaptica. A seta
pontilhada da circulagdo sanguinea para o encéfalo representa o transporte da L-DOPA pela barreira hemato-
encefalica (BHE). A seta pontilhada através do transportador de dopamina (DAT, do Inglés: dopamine transporter)
demonstra a recaptagdo de dopamina da fenda sinaptica. 3-O-M-DOPA, 3-O-Metil-DOPA,; D1, receptor dopaminérgico
D1; D2, receptor dopaminérgico D2; DOPAC, acido 3,4, dioxi-fenilacético; TH, tirosina hidroxilase.

Fonte: Poewe e colaboradores (2017).
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Atualmente, sabe-se que o processo degenerativo que leva
ao desenvolvimento da DP inicia-se muitos anos antes do
aparecimento dos sintomas motores, atingindo outras areas
cerebrais como estruturas olfatorias anteriores, nudcleo motor
dorsal do vago, nucleo dorsal da rafe, locus coeruleus, sistema
nervoso auténomo, hipocampo e o cértex cerebral. Além disso,
envolve diferentes sistemas de neurotransmissores como 0
colinérgico, adrenérgico e serotonérgico. A degeneracao destas
vias pode levar ao desenvolvimento de sintomas ndo motores da
DP, como: hiposmia, déficits de memoria, distdrbios do sono,
disturbios gastrointestinais, transtornos de ansiedade e
depressdo. Estes sintomas podem se manifestar antes dos
sintomas motores e SA0 pouco responsivos a terapia
dopaminérgica utilizada atualmente no tratamento da DP (para
revisdo ver BRAAK et al., 2004).

1.1.2 Epidemiologia da doenca de Parkinson

A DP ¢é a segunda doenca neurodegenerativa relacionada a
idade mais comum em humanos, ficando atras apenas da doenca
de Alzheimer. O envelhecimento é o principal fator relacionado
com o desenvolvimento da DP, sendo que a idade média para o
inicio da doenca é de 60 anos, embora 10% dos casos ocorram
antes dos 45 anos (MAYEUX, 2003; LEES; HARDY; REVESZ,
2009). A expectativa de vida apés o diagnéstico da DP é em média
de 15 anos, sendo a pneumonia a principal causa de morte nestes
pacientes (KATZENSCHLAGER et al., 2008).

A prevaléncia da DP é de aproximadamente 0,3% na
populacdo mundial e aumenta de acordo com a idade, chegando
a 1-2% em pessoas com mais de 60 anos (MAYEUX, 2003). Neste
sentido, o estudo de Rijk e colaboradores (2000) demonstrou que
a prevaléncia da DP na Europa era de 0,6% na faixa etaria de 65-
69 anos, aumentando para 2,6% em individuos entre 85 e 90 anos.
Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
(IBGE, 2000), existem aproximadamente 222 mil parkinsonianos
no Brasil, sendo esperado um aumento no numero de pacientes
acometidos por esta doenca nos préximos anos em virtude do
fenbmeno de envelhecimento populacional. Dados do IBGE
mostram que a expectativa de vida do brasileiro, que era de 71,2
anos em 2003, passou para 74,9 anos em 2013 e, ainda,
projecBes indicam que este indice sera de aproximadamente 89
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anos em 2050. Além disso, em 2013, a populacdo brasileira com
60 anos ou mais ja era estimada em 13,2% do total (IBGE, 2015).

Estudos apontam que a taxa de incidéncia homem/mulher
da DP pode variar entre 1,3 e 2,0. Neste sentido, nos Estados
Unidos o risco da DP proporcional ao tempo de vida é de 2% para
os homens e 1,3% para as mulheres, em individuos de 40 anos.
Ainda, a prevaléncia ajustada pela idade parece ser menor na
Africa em comparagio a Europa, Asia e Américas. No entanto, os
dados sobre a incidéncia da DP baseados na raca ou etnia séo
limitados e inconclusivos (ASCHERIO ; SCHWARZSCHILD,
2016).

1.1.3 Etiopatologia da doenca de Parkinson

O fator etiolégico primario da DP permanece desconhecido.
Porém, atualmente acredita-se que exista uma interacdo entre
fatores ambientais e genéticos caracterizando-a como uma
doenca multifatorial. Neste sentido, muta¢des nos genes PARK?2
e PINK1, os quais codificam a expressao das proteinas parquina
e PINK1, respectivamente, estdo relacionadas ao aparecimento
de um parkinsonismo hereditario recessivo de inicio precoce
(antes dos 45 anos). Por outro lado, mutac¢des nos genes SNCA e
LRRK2, os quais codificam a expressao das proteinas alfa-
sinucleina e LRRK2 (proteina rica em repeti¢cdes de leucina cinase
2), respectivamente, podem dar origem a DP hereditaria
dominante de inicio tardio (depois dos 60 anos). Ademais,
mutacdes nos genes PARK2 e LRRK2, idénticas aquelas
relacionadas a DP hereditaria, foram identificadas em individuos
com DP idiopatica, que ndo apresentavam histérico familiar da
doenca. Mutagdes em diversos outros genes tem demonstrado
relacdo com o aparecimento de diferentes fenétipos da DP
(TRINH; FARRER, 2013; PRZEDBORSKI, 2017).

O forte componente genético da DP de inicio precoce foi
demonstrado por Tanner e colaboradores (1999). Neste estudo,
as taxas de concordancia encontradas para gémeos
monozigéticos e dizigdticos foram similares, 16% e 11%,
respectivamente, quando a idade no diagnéstico da DP néo foi
levada em consideracdo. Entretanto, quando avaliou-se somente
individuos diagnosticados antes dos 50 anos, a taxa de
concordancia passou para 100% em gémeos monozigoticos e
16% em dizigoticos (TANNER et al., 1999).
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A intoxicag&o aguda por substancias também pode levar ao
aparecimento de diferentes fenotipos de parkinsonismo. Assim, a
administracdo de alguns farmacos como antipsicoticos
(haloperidol, risperidona, etc), anti-eméticos (metoclopramida) e
bloqueadores de canais de calcio (flunarizina) pode levar ao
aparecimento de parkinsonismo farmacolégico transitério,
geralmente pouco responsivo ao tratamento com L-DOPA
(MACKAY, 1981; SHIN; CHUNG, 2012). Além disso, estudos
demonstraram que a intoxicacéo de indios Chamorro do territério
norte americano de Guam, na Micronésia, pelo consumo de
sementes de Cycas micronesica, pode levar ao aparecimento de
um complexo de deméncia-parkinsonismo irreversivel
(KURLAND, 1988).

Em 1983, Langston e colaboradores publicaram a descri¢do
de quatro pacientes jovens (entre 26 e 46 anos), que
apresentavam um quadro clinico de parkinsonismo responsivo a
L-DOPA. Além dos sintomas motores, os individuos também
apresentavam alguns sintomas n&o motores da DP, como
seborreia facial e déficits leves em fungdes cognitivas. Estes
pacientes possuiam em comum o fato de serem usuarios de um
tipo de heroina sintética, por via intravenosa. Os sintomas
apresentados foram atribuidos a toxicidade de um subproduto da
sintese da heroina, o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP), o qual poderia estar levando a uma degeneracdo de
neurdnios dopaminérgicos na SNpc (LANGSTON et al., 1983).
Posteriormente, demonstrou-se que o metabdlito ativo do MPTP,
o0 1-metil-4-fenilpiperidina (MPP*), possui a capacidade de ser
transportado ativamente para o interior dos neurbnios
dopaminérgicos, onde exerce seus efeitos toxicos, levando a
morte destes neurbnios (LANGSTON, 2017). Na sequéncia, o
desenvolvimento de modelos animais utilizando o MPTP
tornaram-se valiosas ferramentas para o estudo dos sintomas
motores e ndo motores, assim como modelo para a investigacéo
de novas drogas paliativas e neutroprotetoras para o tratamento
da DP (DI MONTE, 2003; PREDIGER et al., 2012a).

Fatores hereditarios e intoxicacdes agudas parecem ser a
principal causa de aproximadamente 10% dos casos da DP;
enquanto 90% dos casos da DP séo classificados como DP
idiopatica ou esporadica, que ocorre em idade avancada e pode
estar ligada a interacdo dos individuos com o meio ambiente
(DOTY, RICHARD L., 2012). Neste sentido, estudos
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demonstraram que a prevaléncia da DP é similar entre diferentes
grupos étnicos vivendo no mesmo local, mas pode variar em
individuos de mesmos grupos étnicos vivendo em locais diferentes
(BROWN et al., 2006). Diversos fatores tém sido relacionados com
0 aumento do risco de desenvolvimento da DP, como: consumo
de estrégenos pds-menopausa, de lacticinios e de metanfetamina,
traumatismo craniano, melanoma, diabetes tipo 2, viver em area
rural e exposicdo a pesticidas (DOTY 2012; ASCHERIO;
SCHWARZSCHILD, 2016). A exposicdo a pesticidas como fator
de risco para a DP tem maior relevancia para este trabalho e sera
discutida mais detalhadamente nas proximas sec¢oes.

1.1.4 Pesticidas como fator de risco para a doencga de
Parkinson

A necessidade da utilizagdo de pesticidas surgiu
concomitantemente com o advento da agricultura. Os primeiros
registros da utilizacdo de pesticidas pela humanidade datam de
2500 a.c., com o uso de enxofre pelos Sumérios para o controle
de insetos e acaros (ASPELIN, 2003). Durante muito tempo houve
pouca evolugéo no desenvolvimento de pesticidas para o controle
de pragas. Entretanto, a partir de 1930, quando muitos paises
enfrentaram escassez de alimentos, os esfor¢os se voltaram para
0 aumento da produtividade das principais culturas de gréos
(arroz, trigo e milho) na chamada “revolugdo verde” (PIMENTEL,
1996). @] primeiro pesticida moderno foi 0
diclorodifeniltricloroetano (DDT) sintetizado ainda em 1879, mas
gue teve sua atividade inseticida descoberta apenas em 1939 pelo
guimico suico Paul Hermann Miuller, o que lhe rendeu o prémio
Nobel em medicina em 1948. O DDT foi disponibilizado para uso
pela populacdo em 1945 e iniciou uma nova era no controle de
pragas na agricultura. A partir de entdo, diversos outros pesticidas
foram sintetizados, como: organofosforados, acido
diclorofenoxiacético (2,4-D), fungicidas organicos a base de metal,
entre outros (ASPELIN, 2003).

Diversos séo os fatores que levam a necessidade do uso de
pesticidas para o controle de pragas, tais como desenvolvimento
de culturas atrativas com grande concentracdo de acucares,
monoculturas com grandes &reas cultivadas, incursdo de cultivos
em areas ocupadas por pragas até entdo desconhecidas,
mobilidade de pessoas e comércio, transportando pragas para
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lugares onde ndo existem controles/predadores naturais,
adaptacOes de pragas as formas de controle desenvolvidas pelo
homem, entre outros (ASPELIN, 2003). Estes fatores, em conjunto
com a necessidade constante de aumento da producao alimenticia
levaram ao aumento continuo da utilizagdo de pesticidas na
agricultura. Em 2012 estima-se que foram utilizados cerca de 2,7
milhdes de toneladas de pesticidas no mundo, 500 mil toneladas
utilizadas somente nos EUA (EPA, 2017a).

Entre 1975 e 2008 o Brasil figurava entre 0s seis maiores
mercados consumidores de pesticidas, mas foi a partir de 2008
gue assumiu a lideranca desse mercado e atualmente é
responsavel por aproximadamente 20% do consumo total de
pesticidas no mundo. Somente em 2009, a venda de pesticidas no
Brasil somou 7,12 bilhdes de dolares, enquanto o segundo maior
consumidor, os EUA, movimentaram 6,6 bilhdes de délares nesse
mercado (IBAMA, 2010).

Atualmente, existem mais de 1000 ingredientes ativos de
pesticidas comercializados no mundo. No Brasil, 381 ingredientes
ativos estdo atualmente aprovados; 130 empresas produzem
aproximadamente 2400 diferentes produtos comerciais com estes
ingredientes (ALBUQUERQUE et al., 2016). Embora estes
produtos tragam um grande beneficio para o ser humano, através
da protecdo dos alimentos contra pragas, o contato com estas
substancias traz prejuizos a saude humana através de
intoxicagbes agudas, ou ainda, aumentando o risco do
desenvolvimento de doencas cronicas através da exposi¢ao
ambiental e/ou ocupacional. Tendo em vista que estas substancias
foram criadas para serem tdxicas para organismos vivos, a
probabilidade de que sejam toxicas também para seres humanos
e outros animais € muito grande (MOSTAFALOU; ABDOLLAHI,
2017).

Estudos em paises em desenvolvimento demonstraram
taxas de intoxicacdo aguda por agrotoxicos de 18,2 a cada
100.000 trabalhadores que foram expostos a pesticidas. Os
motivos de intoxicacdo variam, mas o principal é a ingesta por
tentativa de suicidio. A ONU reconhece o auto-envenenamento
por pesticidas como o principal método de suicidio no mundo,
sendo que as taxas mais altas estdo em paises asiaticos (WHO,
2012).

No Brasil, os dados sobre intoxicagdo por pesticidas séo
controversos, no entanto, o Sistema Nacional de Informacfes
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Toxico-Farmacoldgicas (SINITOX) registrou 62 mil intoxicacdes
por pesticidas de uso agricola no periodo de 1999 a 2009, uma
média de 5600 casos por ano. Neste intervalo de dez anos, foram
registrados 1876 casos de morte por intoxicacdo por pesticidas
(BOMBARDI, 2011; SINITOX, 2017). Os dultimos dados
disponibilizados pelo SINITOX sdo do ano de 2013, onde foram
registrados 1907 casos de intoxicacdo humana por pesticidas.
Entretanto, como justificado na propria pagina eletrbnica do
SINITOX, havia uma reduzida participagdo dos Centros de
Informacdo e Assisténcia Toxicoldégica (CIATS) nesses
levantamentos, 0 que levou a uma reducdo dos casos que nao
reflete a realidade (SINITOX, 2017). Ainda, dados do Sistema de
Notificacdo de Agravos de Notificagdo (SINAN), registraram 4665
casos de intoxicacdo por pesticidas em 2013 e 4462 casos em
2014 (SINAN, 2017).

Além da grande importancia da intoxicacdo por pesticidas
de forma aguda, a exposicao cronica do ser humano a diferentes
tipos de pesticidas tem sido relacionada com o aumento do risco
de desenvolvimento de diversas doencas cronicas. Os estudos
realizados para avaliacdo da toxicidade e classificacdo do grau de
risco que o pesticida oferece geralmente sdo realizados em
ensaios agudos, ndo levando em consideracdo a exposi¢ao
cronica ambiental ou ocupacional a que as pessoas estao
submetidas. Neste sentido, os trabalhadores rurais, de estufas
agricolas, de fabricas de pesticidas, ou envolvidos na mistura e
aplicacdo sdo os mais expostos a contaminagéo. Isto se torna
ainda pior em paises em desenvolvimento, onde existe menor
disponibilidade de treinamentos e equipamentos de seguranca
para trabalhadores deste setor (GANGEMI et al., 2016).

Com relagéo a exposicao ambiental, as principais formas de
contaminacao da populacdo em geral pelos pesticidas sao através
da agua e alimentos contaminados, ou pelo contato direto com o
agente téxico, no caso de individuos que residem em areas
proximas as plantacdes (GANGEMI et al., 2016). Neste sentido,
uma pesquisa realizada no Brasil pelo Programa de Analise de
Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) avaliou, no periodo de
2013 a 2015, 12051 amostras de 25 alimentos de origem vegetal
guanto a presenca de 232 diferentes tipos de pesticidas. Neste
estudo, observou-se que 58% das amostras apresentaram
residuos dos pesticidas pesquisados, sendo 38,3% dentro do
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limite maximo estabelecido pela propria ANVISA. Ainda, 3% das
amostras estavam acima dos limites méaximos e 18,3%
apresentavam residuos de pesticidas nao autorizados para aquela
cultura. Um dos dados mais preocupantes do relatério é o fato de
muitas amostras apresentarem varios residuos simultaneos; 1%
das amostras pesquisadas apresentava acima de 10 ingredientes
ativos diferentes, simultaneamente. Desta forma, pesticidas com
mecanismos de toxicidade simultdnea poderiam estar levando a
uma potencializagdo da toxicidade exercida sobre o organismo
(ANVISA, 2016).

A exposicdo a longo prazo a pesticidas pode prejudicar a
saude humana, causando danos em diferentes sistemas, incluindo
urinario, cardiovascular, reprodutor, respiratorio e nervoso. Estes
danos estéo relacionados ao aparecimento de diversas doengas
cronicas, tais como doencas cardiovasculares, diabetes, doencgas
respiratorias, nefropatias, déficit de atencdo e hiperatividade,
autismo, uma grande variedade de tipos de cancer, problemas
reprodutivos, deficiéncias congénitas e problemas de
desenvolvimento, além de doencas neurodegenerativas, como
esclerose lateral amiotrofica, doenca de Alzheimer e DP
(MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013; 2017).

Diversos pesticidas tém sido estudados com relacéo ao seu
potencial em aumentar o risco do desenvolvimento da DP. Dentre
estes, 0 paraquat, a rotenona e o maneb sdo os que foram mais
extensamente estudados quanto a sua epidemiologia e
mecanismos de toxicidade. Existe grande variabilidade entre os
estudos epidemiologicos em relagdo ao desenho experimental,
tais como area geografica, populacao controle e tipo de exposicéo
(ocupacional ou ndo ocupacional). Apesar disso, a grande maioria
dos estudos encontrou a razdo de chances (RC) acima de 1,
indicando uma relacéo positiva entre a exposi¢ao a pesticidas com
a incidéncia da DP (BROWN et al., 2006; VAN DER MARK et al.,
2012; MORETTO; COLOSIO, 2013; MOSTAFALOU,;
ABDOLLAHI, 2013; BALTAZAR et al., 2014).

O paraquat foi o primeiro pesticida estudado em relagédo ao
risco da DP. O inicio do interesse por esta a¢do surgiu ainda em
1984, quando Barbeau sugeriu que devido a semelhanca entre a
estrutura do paraquat e do MPTP, o paraquat também poderia
induzir degeneracdo de neurénios dopaminérgicos em individuos
susceptiveis (BARBEAU, 1984; BERRY; LA VECCHIA;
NICOTERA, 2010). A partir de entdo, diversos estudos
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epidemiolégicos vém demonstrando a correlagdo entre a
exposicdo a este pesticida e o aumento da RC para o
desenvolvimento da DP (BROWN et al., 2006; MOSTAFALOU;
ABDOLLAHI, 2017). Estudos moleculares demonstraram que este
pesticida exerce seus efeitos toxicos principalmente através da
producao do anion superdxido através da inibicdo do complexo |
da cadeia transportadora de elétrons na mitocdndria. Por ser uma
molécula carregada positivamente, necessita de um transportador
de aminoacidos para atingir estruturas encefélicas (BROWN et al.,
2006; COCHEME; MURPHY, 2008).

A rotenona é um inseticida de ocorréncia natural em
diversas plantas. E utilizada desde a Segunda Guerra Mundial e
seus efeitos tdxicos sdo devidos, principalmente, & inibicdo do
complexo | da cadeia transportadora de elétrons da mitocondria.
Devido a sua caracteristica altamente lipossollvel, ndo requer
transportadores para atravessar a BHE e atingir o citoplasma
neuronal. Quando administrada sistemicamente em roedores
provoca degeneracdo de neurbnios dopaminérgicos da via
nigroestriatal, além do aparecimento de inclusdes citoplasmaticas
contendo a-sinucleina, que se assemelham a precursores dos
corpos de Lewy, presentes em pacientes com a DP (BROWN et
al., 2006; MORETTO; COLOSIO, 2011).

O maneb é um fungicida da classe dos ditiocarbamatos, com
capacidade de lesar neurbnios dopaminérgicos quando
administrado sistemicamente em roedores. Os efeitos toxicos in
vivo do maneb foram descritos de maneira pioneira por
pesquisadores do Departamento de Farmacologia da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) em 1989, que
observaram que a administracdo aguda de maneb em roedores
promove reducdo na locomocao e agressividade, e um aumento
na sonoléncia induzida por barbiturato e na catatonia induzida por
haloperidol (MORATO; LEMOS; TAKAHASHI, 1989). Sua
capacidade neurotdxica é potencializada quando administrado em
conjunto com o paraquat. Essa combinacdo é de grande
importancia, pois os dois pesticidas sao utilizados frequentemente
em diversos locais (BROWN et al, 2006; MOSTAFALOU,
ABDOLLAHI, 2017). Além do maneb, outros pesticidas
ditiocarbamatos, como o ferbam (dimetilditiocarbamato de ferro),
metam (N-metilditiocarbamato  de  so6dio) e  ziram
(dimetilditiocarbamato de zinco), estdo sendo investigados quanto
ao seu envolvimento no desenvolvimento da DP.
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1.1.4.1 Dimetilditiocarbamato (DMDC)

O DMDC é um composto da classe dos ditiocarbamatos,
produzidos a partir do acido carbamico, sintetizado primeiramente
em 1920 para utilizagdo como acelerador do enxofre no processo
de vulcanizagdo da borracha. Alguns compostos dessa classe,
incluindo o ziram e o dimetilditiocarbamato de sédio (NaDMDC),
ainda sao utilizados com esta funcéo. Posteriormente, observou-
se que além de potencializar o efeito do enxofre como fungicida, o
acido carbamico possuia proeminente atividade antifingica per se
(AZEVEDO, 2003; RODRIGUES, 2006; JIN et al.,, 2014; EPA,
2017b).

O mecanismo da acdo fungicida dos ditiocarbamatos
envolve sua caracteristica quelante de metais, privando a célula
fungica de alguns metais essenciais, além de ligarem-se
diretamente a enzimas sulfidrilicas essenciais nos processos
metabdlicos dos fungos. Sao classificados como fungicidas
protetores, por criarem uma barreira protetora tdxica para os
fungos, na superficie do hospedeiro. Esta propriedade se deve a
sua baixa solubilidade, pois, ap6s serem pulverizados formam
uma pelicula sobre as folhas e frutos, protegendo-os dos fungos
presentes no ambiente (TOMLIN, 2002; AZEVEDO, 2003).

Recentemente, a exposi¢cdo ao ziram foi relacionada ao
aumento no risco do desenvolvimento da DP em um estudo
realizado por Wang e colaboradores (2013). O ziram &
amplamente utilizado na agricultura, especialmente no controle da
sarna da maca e pera, além do controle de pragas, como monilia,
alternaria, septoria, ferrugens, podriddo preta e antrachose em
cultivos de poméaceas, frutas de caroco, nogueiras, videira,
olericolas e plantas ornamentais (EPA, 2000; RODRIGUES,
2006). Segundo dados da Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (EPA, do Inglés: Environmental Protection
Agency), levando-se em consideragéo as informagdes sobre o uso
agricola do ziram, entre os anos de 1987 e 1997, foram utilizadas
8,6 milhdes toneladas do ingrediente ativo ziram por ano naquele
pais. Este fungicida também é aprovado para alguns usos
residenciais, como aplicagbes foliares em plantas ornamentais,
como conservante em tintas latex e repelente para coelhos.
Segundo estimativas da EPA, através do contato durante a
preparagdo e carregamento do ziram para uso agricola, o
trabalhador pode absorver uma dose de até 1,3 mg/kg/dia por via
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inalatoria e 1,1 mg/kg/dia por via dérmica, totalizando uma dose
diaria de 2,4 mg/kg (EPA, 2017b) (EPA, 2015).

No estudo realizado por Wang e colaboradores (2011),
analisou-se 0 RC do desenvolvimento da DP na popula¢éo do vale
central da Califérnia (EUA), avaliando-se 362 pacientes
parkinsonianos e 341 individuos controles. Esses individuos foram
estudados quanto a sua exposicdo a 3 diferentes pesticidas
(ziram, paraquat e maneb), sendo diferenciada entre exposi¢éo
residencial ou no local do trabalho, entre os anos de 1974 a 1999.
Este estudo demonstrou que tanto a exposic¢ao residencial quanto
a exposicao ocupacional aos 3 pesticidas, separadamente, levou
ao aumento na RC da DP, e esse parametro foi potencializado
guando expostos a 2 ou 3 desses pesticidas, concomitantemente.
Esse foi o primeiro estudo epidemioldgico relacionando o ziram a
etiologia da DP (WANG et al., 2011).

Devido a recente descoberta da relacdo entre o ziram e a
DP, estudos in vivo avaliando a neurotoxicidade deste
ditiocarbamato em roedores ainda sdo escassos. O Unico estudo
encontrado na literatura com esta proposta foi realizado por Chou
e colaboradores (2008), no qual foi utilizado NaDMDC para
experimentos in vivo e ziram e outros ditiocarbamatos para
experimentos in vitro. Esta escolha se deu pelo fato do ziram
apresentar baixa solubilidade em 4gua e que, em solugédo, os dois
compostos (ziram e NaDMDC) liberam o dimetilditiocarbamato
como a molécula ativa. Nos experimentos in vivo realizou-se a
administracdo subcutdnea de NaDMDC em camundongos
C57/BL6 machos, com o uso de bomba de infusdo continua na
dose de 50 mg/kg/dia, durante 2 semanas. Como resultado, 0s
animais apresentaram um prejuizo motor, avaliado pelo tempo de
laténcia para completar a rotagdo no pole test, na segunda e
décima semanas ap6s o inicio do tratamento. Este déficit motor foi
relacionado com uma reducédo da densidade de fibras positivas
para a enzima tirosina hidroxilase (TH), enzima limitante na
sintese de catecolaminas e usada como um marcador para
neurdnios dopaminérgicos, no estriado ventrolateral dos animais
tratados com NaDMDC, 11 semanas apo6s o inicio do tratamento
(CHOU et al., 2008).

Este mesmo estudo utilizou células embrionéarias de rim
humano (HEK, do Inglés: Human Embryonic Kidney) para avaliar
a atividade do sistema ubiquitina proteassoma 26S (UPS, do
Inglés: Ubiquitin-Proteasome System) apés a incubacdo com
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diferentes compostos. Demonstrou-se que o ziram, 0 NaDMDC, o
tiram e o préprio dimetilditiocarbamato inibiram este sistema
proteolitico de maneira semelhante. Estas moléculas sédo muito
semelhantes (Figura 4), de modo que, em solu¢do, o ziram e 0
NaDMADC podem gerar moléculas de tiram, e uma molécula de
tiram pode gerar duas moléculas de dimetilditiocarbamato (CHOU
et al., 2008). Ainda, Chou e colaboradoes (2008) demonstraram
gue o possivel mecanismo de inibicdo do UPS pelo ziram, seria
através da inibicao da enzima E1 ligase, que participa no processo
de poliubiquitinacdo, o qual precede a degradacdo pelo
proteassoma. Corroborando esta hipotese, demonstrou-se que o
ziram leva ao aumento de a-sinucleina em cultura de neurénios
dopaminérgicos, porém nao induz a formacao de agregados.

Dennis e Valentine (2015) utilizaram células HEK293 para
avaliar a possivel formacao de um aduto entre a enzima EL1 ligase
e a molécula de dimetilditiocarbamato, advinda do NaDMDC ou do
ziram, como um mecanismo de inibicdo desta enzima. Como
resultado, observou-se que estes ditiocarbamatos ndo realizam
uma ligacéo especifica com a enzima. No entanto, demonstrou-se
gue a toxicidade destes compostos esta ligada a sua atividade
guelante de metais, podendo carrea-los para dentro das células.
O ziram parece aumentar as concentracfes intracelulares de
cobre e zinco, enquanto o NaDMDC, somente as concentracdes
de cobre. O aumento nas concentracdes intracelulares de metais
pode desencadear 0 processo de estresse oxidativo, o qual, por
sua vez, parece inibir a atividade da enzima E1 ligase (DENNIS;
VALENTINE, 2015). O ion cuprico (Cu?*), na presenca de agentes
redutores como o acido ascoérbico e a glutationa reduzida (GSH),
pode ser reduzido a ion cuproso (Cu*). Este ion pode catalisar a
formacgéo de radicais hidroxila (OH"), altamente reativos, através
da decomposicdo do peroxido de hidrogénio (H202) na presenca
de metais de transicdo (VALKO; MORRIS; CRONIN, 2005).
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Figura 4 - Estruturas moleculares de ditiocarbamatos com atividade
inibitéria do sistema ubiquitina proteossoma.
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Fonte: Adaptado de Dennis e Valentine (2015).

O ziram induz também alteracdo na homeostase do Ca?*
intracelular. Esta atividade esta relacionada com a modulacéo da
atividade do trocador soédio-célcio tipo 3 (NCX3, do Inglés:
sodium—calcium exchanger 3). No estudo de Jin e colaboradores
(2014), a incubacdo in vitro do ziram com células de figado de
hamster recém-nascido induzidas a expressarem NCX3 levou a
inibicdo da atividade deste trocador, provocando um aumento do
Ca?* intracelular, disfungdo mitocondrial, deplecao de trifosfato de
adenosina (ATP, Inglés: adenosine triphophate) e morte celular.
Além disso, o0 NCX3 também se mostrou importante para a
toxicidade do ziram em culturas de neurbnios dopaminérgicos.
Embora o ion Zn?*, liberado na solubilizacdo do ziram, possa
causar a inibicdo per se do NCX3, a concentracdo necessaria do
jon para surgimento deste efeito é cerca de 14 vezes maior em
relacéo ao ziram (BAO et al., 2005; JIN et al., 2014).

Outro mecanismo pro-oxidativo apresentado pelo ziram € a
inibicdo da enzima aldeido desidrogenase (ALDH). A ALDH é uma
enzima de grande importancia para a detoxificacdo de diversos
aldeidos enddgenos e exdgenos através de uma oxidacao
dependente de NADP*. Entre os substratos da ALDH esta o
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metabdlito toxico, 3,4-diidroxifenil acetaldeido (DOPAL), formado
pela enzima monoamina oxidase (MAO) na metabolizacdo da
dopamina, posteriormente convertido em acido 3,4-
diidroxifenilacético (DOPAC), com menor toxicidade. A inibicdo da
ALDH provoca um acimulo de DOPAL, o qual exerce seus efeitos
toxicos através da modificacdo e agregacdo de proteinas,
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), dano
mitocondrial e oxidacdo a uma quinona altamente reativa. O
acumulo de DOPAL e a consequente morte dos neurbnios
dopaminérgicos parece estar relacionada com a patogénese da
DP (Hipotese Catecol-aldeido) (GOLDSTEIN et al., 2013; CASIDA
et al., 2014; DOORN et al.,, 2014). Além disso, produtos da
peroxidagdo lipidica como o 4-hidroxinonenal (4-HNE) e o
malondialdeido (MDA), gerados pelo estresse oxidativo, inibem
significativamente a ALDH (JINSMAA et al., 2009).

No estudo de Fitzmaurice e colaboradores (2014) foi
evidenciado o potencial de diferentes pesticidas na inibicdo da
ALDH, incluindo o ziram, que apresentou a inibicdo mais potente
dentre os ditiocarbamatos avaliados. De maneira interessante,
este estudo avaliou o RC da DP em individuos com uma variacéo
no gene ALDH2, a qual leva a uma disfun¢éo na atividade da
ALDH neuronal, e que foram expostos a pesticidas inibidores
dessa enzima. Os resultados demonstraram que a variagao nesse
gene levou a exacerbagdo do RC da DP em individuos expostos
aos pesticidas (FITZMAURICE et al., 2014).

Lulla e colaboradores (2016) investigaram a toxicidade do
ziram em embrides de peixe zebra (zebrafish). Este trabalho
demonstrou que aincubag¢éo com o ziram a partir de 24 horas ap6s
a fertilizacéo até o quinto dia provocou uma reducéo na locomocao
destes animais. Esse déficit locomotor foi associado a uma
degeneracdo seletiva dos neurbnios dopaminérgicos. A
degeneracdo demonstrou ser dependente da presenca e da
agregacao de yl-sinucleina, uma proteina presente no zebrafish
semelhante a a-sinucleina humana, inclusive com a capacidade
de formar agregados espontaneamente. Entretanto, os animais
gue receberam ziram apresentaram niveis reduzidos de y1-
sinucleina, contrariamente ao que foi demonstrado por Chou e
colaboradores (2008) com relagdo a a-sinucleina em culturas
celulares (LULLA et al., 2016). Um resumo dos dados disponiveis
na literatura a respeito dos mecanismos de toxicidade exercidos
pelo dimetiltitiocarbamato é apresentado na Figura 5.
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Figura 5 - Representagdo esquematica da toxicidade exercida pelo NaDMDC em neurdnios dopaminérgicos.
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Legenda: A molécula de dimetilditiocarbamato de sddio (NaDMDC) funciona como quelante de ions cobre, auxiliando
na entrada destes ions na célula (1). Dentro das células, o NaDMDC é capaz de inibir a atividade do trocador sédio-
célcio (2), causando o aumento da concentragéo de Ca?* intracelular, e da enzima aldeido desidrogenase (ALDH) (3),
gerando um acumulo de DOPAL, um metabdlito toxico da dopamina (DA).
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Continuacdo da legenda da Figura 5: O aumento da concentracé@o
intracelular de Cu?*, Ca?* e DOPAL potencializa a producido de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e consequente estresse oxidativo (4).
Reac¢bes decorrentes do estresse oxidativo levam a uma reducéo da
atividade da ALDH (5) e da enzima EL1 ligase (6), a qual € responsavel
por iniciar o processo de ubiquitinacdo para posterior degradacéo de
proteinas pelo sistema ubiquitina-proteossoma. Defeitos no sistema
ubiquitina-proteossoma podem levar ao acumulo da proteina a-
sinucleina, caracteristico da doenca de Parkinson, o qual também
provoca o aumento de EROs (7). Por fim, o estresse oxidativo leva a
modificagBes compensatoérias na célula e a ativagdo de vias apoptéticas
(8). DAT: transportador de dopamina. MAO: monoamina oxidase. Ub:
ubiquitina. ATP: adenosina trifosfato. ADP: adenosina difostato.

Fonte: O autor

Atualmente, o ziram ndo possui autorizacdo de uso como
pesticida no Brasil, entretanto outros ditiocarbamatos séo
aprovados, como metam, metiram  (amoniato-etileno-
bisditiocarbamato de zinco), mancozebe (etileno-
bisditiocarbamato de manganés) e propinebe (propileno-
bisditiocarbamato de zinco). Além disso, em novembro de 2016 a
ANVISA anunciou que iria iniciar uma reavaliacdo do pesticida
tiram no ano de 2017. A reavaliacao ja havia sido iniciada em 2008,
na qual o parecer emitido pela Fiocruz levou a manutencdo dos
produtos a base de tiram no mercado. No entanto, resultados
divergentes entre Canada e a Unido Europeia a respeito da
toxicidade deste pesticida levaram a Anvisa a abrir uma nova
consulta publica para reavaliacéo do tiram (ANVISA, 2017).

No Brasil, utiliza-se o ziram na vulcanizacéo da borracha e
como conservante em tintas latex. O NaDMDC € encontrado como
agente antimicrobiano em embalagens plasticas que ficam em
contato direto com alimentos (TOMLIN, 2002; AZEVEDO, 2003).
O NaDMDC também é utilizado como biocida nos processos de
moagem de acucar e producdo de alcool, com a indicacdo de
proteger a moenda de possiveis contamina¢des fungicas e como
conservante na industria do couro (POLYORGANIC, 2017).

Atualmente, no Brasil, o NaDMDC também ¢é utilizado no
tratamento de efluentes de industrias, devido a sua capacidade de
sequestrar metais. Este uso ja provocou uma tragédia ambiental
nos EUA. Em dezembro de 1999, mais de 117 toneladas de peixes
morreram no rio White no Estado de Indiana. A empresa Guide
Corporation foi condenada a pagar 14,2 milhdes de délares de
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indenizacgdes. A causa da mortalidade de peixes foi atribuida a alta
concentracdo de NaDMDC utilizada pela empresa para tratar as
aguas residuais. Além da propria toxicidade do NaDMDC, em
solucdo ele leva a formacao de tiram, o qual ja demonstrou ser
altamente toxico para organismos aquaticos (EPA, 2000).
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2. CAPITULO 2: EFEITOS COMPORTAMENTAIS E
BIOQUIMICOS DA ADMINISTRACAO INTRANASAL DE
NADMDC EM CAMUNDONGOS

2.1 INTRODUCAO
2.1.1 Vetorizacao olfatéria na doenca de Parkinson

Diariamente, o ser humano esta exposto a milhares de
xenobiéticos (compostos estranhos ao organismo) os quais estao
presentes no ar, na agua, em alimentos, bebidas, roupas, moveis,
tintas, plasticos, utensilios de cozinha, perfumes, cosméticos,
pesticidas, herbicidas, além de emissbes veiculares e industriais.
Esses xenobioticos podem entrar em nosso organismo através de
diversas vias como a pele, os pulmbes, a boca, o trato
gastrointestinal ou a mucosa nasal. Estes compostos apresentam
concentracBes reduzidas na circulacdo periférica pela acao
metabdlica do figado (KAMEL et al., 2007; DOTY, 2012; FREIRE
; KOIFMAN, 2012). A entrada de toxinas no SNC é atenuada pela
presenca da BHE. Entretanto, a BHE pode ter a sua funcéo
comprometida pelo avanco da idade e pelas alteracbes
neuropatolégicas de algumas doencas, incluindo a DP
(KORTEKAAS et al., 2005; BARTELS et al., 2009).

Braak e colaboradores (2003) demonstraram que o bulbo
olfatorio (BO) é uma das primeiras estruturas afetadas na DP, o
gue pode dar origem a hiposmia apresentada precocemente pelos
pacientes (BRAAK et al., 2003). Além disso, demonstrou-se que a
administrac¢éo intranasal (i.n.) de virus ou cadmio, bem como a
inalagdo de aluminio ou manganés resulta na deposi¢cdo destes
agentes no SNC (RAVENHOLT; FOEGE, 1982; HIRSCH et al.,
1991; HENRIKSSON; TALLKVIST; TJALVE, 1999; TALLKVIST et
al., 2002). De encontro com esses achados, a “hip6tese da
vetorizacao olfatéria” sugere que xenobidticos possam utilizar a
via olfatéria como “porta de entrada” para o SNC, onde exercem
seus efeitos téxicos, provocando o aparecimento de doencas
psiquiatricas e neurodegenerativas, como a DP (DOTY, 2008).

Neste sentido, estudos demonstram que disfuncbes
olfatérias  estdo  presentes em  diferentes  doencas
neurodegenerativas, como doenca de Alzheimer, doenca de
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Huntington e DP. Aproximadamente 90% dos pacientes com DP
esporadica apresentam alguma disfuncao olfatéria, dentre as
guais a anosmia funcional e a hiposmia severa sdo as mais
comuns (HAEHNER et al., 2009; DOTY, 2012). Estes déficits
fazem parte dos sintomas pré-motores da DP, pois o seu
surgimento geralmente ocorre alguns anos antes do aparecimento
dos sintomas motores da doenca, fato este que pode facilitar o
diagnéstico diferencial da DP em relacdo a outras doencas que
promovem altera¢cdes motoras (para revisdo ver: SAMPAIO et al.,
2017).

Classicamente, sabe-se que o BO esta conectado a
diferentes regides cerebrais, como o trato olfatdrio, ndcleo olfatério
anterior, cortex piriforme, amigdala e hipotalamo. Hoglinger e
colaboradores (2015) demonstraram recentemente a existéncia de
uma subpopulagcdo de neurbnios que emitem projecdes
dopaminérgicas da substancia negra para o BO (via nigro-
olfatéria), as quais demonstraram ser importantes para a
percepcdo olfatéria. A administracdo de MPP* ou 6-OHDA (6-
hidroxidopamina) diretamente no BO provocou a reducédo de
neurbnios dopaminérgicos no estriado. Desta forma, foi
hipotetizado que estas projecdes podem ser responsaveis pelo
transporte retrogrado de xenobiéticos das vias olfatérias até os
ganglios da base. Este transporte pode ocasionar primariamente
a morte dos neurbnios da via nigro-olfatdria, levando a hiposmia,
e, posteriormente, o processo de degenera¢do pode se propagar,
levando a morte dos neurbnios da via nigro-estriatal e ao
aparecimento dos sintomas motores da DP (Figura 6)
(HOGLINGER et al., 2015).

Resultados do nosso grupo de pesquisa tém demonstrado
gue a administracdo i.n. de MPTP induz alteragcbes
comportamentais (prejuizos olfatérios, emocionais, cognitivos e
motores) e neuroquimicas (lesdo de neurbénios dopaminérgicos e
reducdo de dopamina em diferentes areas cerebrais) em ratos e
camundongos muito semelhantes aquelas observadas na DP
(PREDIGER et al., 2006; PREDIGER et al., 2011; PREDIGER et
al., 2012a). Além disso, diversos outros estudos tém investigado
os efeitos da administragdo i.n. de diferentes substancias, como
metais, virus, neurotoxinas e pesticidas em roedores. Um breve
sumario de resultados de estudos relevantes neste campo é
apresentado no Quadro 1.
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Figura 6 - Esquema do mecanismo hipotético da degeneragédo
dopaminérgica na doenca de Parkinson a partir da inalagdo de toxinas
ambientais

Sintomas Sintomas
pré-motores da DP motores da DP

Normal

Legenda: (A) Sob condigbes fisiolégicas, uma subpopulacdo de
neurdnios dopaminérgicos da substéncia negra (setas pretas) envia
projecbes para o estriado e para o bulbo olfatério, enquanto outra
subpopulagédo envia projecfes somente para o estriado. (B) Toxinas
ambientais (em verde) podem penetrar no sistema nervoso central pela
via olfatéria, utilizando as projecdes nigro-olfatdrias e causando a morte
desses neurdnios (setas vermelhas pontilhadas). A perda desta via pode
estar relacionada ao aparecimento da hiposmia que precede os sintomas
motores na doenca de Parkinson (DP). (C) A neurodegeneracdo se
propaga, levando a degeneracéo da via nigro-estriatal e ao aparecimento
dos sintomas motores.

Fonte: Hoglinger e colaboradores (2015).
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Quadro 1 - Sumério de estudos comportamentais e neuroquimicos ap6s administragéo intranasal de contaminantes
ambientais em diferentes espécies animais.

Contami- Espécie Exposicao ao

. i Principais resultados Referéncia
nantes animal contaminante

O 199Cd?* foi transportado para dentro do

Ratos Administracdo de ug de BO e foi detectado no epitélio olfatério

. machos 109Cd?* em 10 pL de e PR TALLKVIST et al.
Cédmio Sorague- salina. diretamente na direito, na mucosa olfatoria direita e no BO (2002)
prag L L direito. Uma quantidade menor foi
Dawley cavidade nasal direita. encontrada no BO esquerdo
Dugggriéiizi?rirrﬁs’ Os niveis de aluminio aumentaram na
Coelhos expostos a 250 ma/k mucosa olfatoria, em glomérulos do BO, e
machos ofsemana silicatg dge em alguns nucleos da regido da medula.
Aluminio Adultos paluminio sob a forma N&o houve aumento nos niveis de aluminio HAYEK (1991)
Nova de caulim em p6 no sangue ou no cerebelo, indicando que as
Zelandia ; PO, alteracdes foram seletivas para a via
polvilhado em sua olfatoria
serragem. )
Ratos jg SH‘III/I?E:IU rfg?so:ilégzg O %Mn atingiu o BO e cortex olfatério, se
machos na narin;direi’g\ dos espalhando para o resto do cérebro. Os HENRIKSSON;
Manganés Sorague- animais em diferentes niveis de ®Mn foram sempre maiores no TALLKVIST;TIALV
prag BO e cortex direito em comparacéo ao E (1999)
Dawley doses (0.1-1120 pg de esquerdo

54Mn2+).
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Contami- Espécie Exposi¢ao ao S A
. . Principais resultados Referéncia
nantes animal contaminante
Os camundongos Os virus atingiram o SNC. A ativagao da
. Camun- . . ) . o 4
Virus foram inoculados via microglia e a fosforilagao e agregagao de a-
dongos X . . ) . . ~ JANG et al.
Influenza i.n. 30 pL de fluido sinucleina persistiram apos a resolugéo da
machos X S . e (2009)
H5N1 alantoico diluido em virose. Houve uma perda significativa dos
C57BL/6J - P . .
PBS. neurdnios da substéncia negra, apos 60 dias.
Infusdo i.n. Unica de 50  Reducao no contetdo de noradrenalina no BO.
Camun- x ~ P .
dongos pL de uma solugdo de  Sem alt’eragoes nos niveis de dopamina eseus | \WANO'MAR
6-OHDA A 6-OHDA 48% em metabdlitos no BO. Sem alteragdo nos niveis '
fémeas i o - GOLIS (1982)
CD-1 salina, contendo 0,02% de catecolaminas em outras estruturas
de acido ascérbico. cerebrais.
Infus&o i.n. durante 30 Reducdo no comportamento de ambulagdo no
Camun- dias consecutivos de 10 teste do campo aberto. Reducéo da
donaos pl de uma solugéo de imunoreatividade da TH e DAT no estriado e ROJO et al
MPTP 9 MPTP (75 e 150 mg/ml SNpc. Esgotamento progressivo e grave dos )
machos S . ) | . (2006)
para as doses de 30 e niveis de DA estriatal. Astrogliose e microgliose
C57BL/6 . ~ . ;
60 mg/kg, no SN e estriado. A agregagéo de a-sinucleina
respectivamente). nao foi observada.
Ratos I Déficits olfatorio, cognitivo e motor. Reducéo
MPTP machos Infugalorlﬁn./:;ilr\]/lzli:’TP, dos niveis de TH no BO e estriado. Reducéo da PRallzD(;%Eg et
Wistar ’ 9 ) DA no BO, estriado e coértex pré-frontal. )
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Quadro 1 — Continuagéo.

Déficits olfatérios e cognitivos. Redugéo dos

BALB/c

narina direita.

no BO. Estresse mitocondrial no BO.

Camun- L ; =
dongos Infusdo i.n. de MPTP, 1 niveis de TH na.SN, BO e estriado. Redugao da PREDIGER et
MPTP X DA na SN, estriado e BO. Aumento do nimero
machos mg/narina. . - . al. (2010)
de células positivas para caspase-3 clivada na
C57BL/6 SN
Camun- ~ = .
Infusdo i.n. de MPTP, 1 Reducéo nos niveis de TH e aumento da
dongos . . . - TRISTAO et al.
MPTP mg/narina, por quatro astrogliose, na SN e no estriado, 7 e 28 dias
machos dias consecutivos apos a Ultima administracdo de MPTP (2014)
C57BL/6 ) '
Infusdo i.n. durante 30
Camun- dias consecutivos de 10
Rotenona dongos pl de uma solugédo de Nenhuma alteragédo locomotora observada. Sem ROJO et al.
machos rotenona (6,26 mg/ml alteracdo nos niveis de DA e TH. (2007)
C57BL/6 para uma dose de 2,5
mg/kg).
Camun- ~ e L. . .
Infusdo i.n. de 0,35 Déficit olfatdrio no teste de esquiva do acido
dongos - ~ . " SASAJIMA et
Rotenona - mg/kg, somente na butirico. Reducgéo de células positivas para TH
fémeas al. (2015)
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Quadro 1 — Continuagéo.

Infuséo i.n. durante
30 dias consecutivos

Camun- de 10 pl de uma e
Paraquat dongos solugao de MPTP mD(/aliICItslc(’a(;r?rgl?écr’; n;; r?gss i?vi?szdoeeDioe ROJO etal.
q machos (25, 50 e 75 mg/ml 9/kg. QTH (2007)

C57BL/6  para as doses de 10,
20 e 30 mg/kg,
respectivamente).

Legenda: Sumario de estudos comportamentais e neuroquimicos apés administragdo intranasal (i.n.) de contaminantes
ambientais em diferentes espécies animais. 1°°Cd?*: cAdmio, BO: bulbo olfatério; >*MnClz: cloreto de manganés; 5*Mn:
manganés; SNC: sistema nervoso central; PBS: tampao fosfato salina; 6-OHDA: 6-hidroxidopamina; MPTP: 1-metil-
4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina; TH: tirosina hidroxilase; DAT: transportador de dopamina; DA: dopamina; SNpc: parte
compacta da substancia negra; SN: substancia negra.

Fonte: Adaptado de Prediger et al. (2012).
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2.1.2 Possiveis vias de transporte de substancias da cavidade

nasal para o sistema nervoso central

A anatomia e a histologia da cavidade nasal facilitam a
absorcdo de xenobidticos. Esta cavidade é dividida pelo septo
nasal, do qual sdo projetadas as conchas inferior, média e
superior, 0 que aumenta a superficie passivel de absor¢do para
cerca de 160 cm? em humanos. O formato das conchas facilita o
condicionamento do ar inspirado, uma das principais funcfes
desta cavidade. A cavidade nasal é recoberta por quatro diferentes
tipos de epitélio: escamoso, respiratorio, transicional e olfatério,
gerando diferentes regides. A regido olfatéria e a regido
respiratoria s8o as mais relacionadas com a absorcdo de
substancias devido as suas caracteristicas anatdbmicas e
histolégicas (DHURIA; HANSON; FREY, 2010). Uma ilustracédo
simplificada da cavidade nasal de um roedor mostrando a
localizacao das regides olfatéria e respiratdria é apresentada da
Figura 7.

Figura 7 - Vias de distribuicdo de toxinas na cavidade nasal e sistema
nervoso central de roedores.

Bulbo Olfatério
— -

ervo Olfatori

Nervo Trigémeo

Legenda: (A) Regido respiratéria. (B) Regido olfatoria.
Fonte: Adaptado de Dhuria e colaboradores (2010).

A regido olfatéria estad localizada na parte superior da
cavidade nasal e é constituida por epitélio pseudoestratificado e
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diferentes tipos celulares. A lamina prépria, abaixo da regido
olfatéria, possui vasos sanguineos, tecido conectivos e linfaticos,
e glandulas de Bowman, as quais secretam muco capaz de
solubilizar moléculas odorantes presentes no ambiente, além de
enzimas e anticorpos. Nesta regido estao localizados os neurénios
olfatérios sensoriais, 0s Unicos neurdnios de primeira ordem com
0s corpos celulares localizados em um epitélio fora do SNC. As
extremidades dos processos dendriticos destes neurbnios sao
ampliadas e possuem cilios ndo méveis que se estendem até a
camada mais externa de muco, para aumentar o contato com o
meio externo. Nestas terminagfes, estdo presentes o0s receptores
olfatérios, os quais possuem sete dominios transmembrana e sao
acoplados a proteina G, sendo ativados por diferentes moléculas
presentes no ambiente para transmisséo da informag&o sensorial
olfatéria. As fibras dos neurdnios olfatérios sensoriais atravessam
a placa cribriforme do osso etmoide e 0 espaco subaracnoide, e
chegam até as células mitrais no BO (JIANG et al.,, 2011,
LOCHHEAD; THORNE, 2012; SAMPAIO et al., 2017).

A regido respiratéria ocupa aproximadamente 80-90% da
superficie da cavidade nasal em humanos. Nesta regido, o ar
inspirado é aquecido e humedecido, e ocorre a retencdo de
particulas, micro-organismos e alérgenos. O epitélio desta regido
€ constituido por células caliciformes, ciliadas, intermediarias e
basais. Ainda, possui glandulas serosas, seromucosas e
intraepiteliais. As células ciliadas, através do movimento dos cilios,
geram um fluxo de muco para a nasofaringe, de onde as
substancias sao deglutidas ou expectoradas (DHURIA; HANSON;
FREY, 2010).

Os mecanismos exatos pelos quais os xenobidticos atingem
0 SNC a partir da cavidade nasal ainda ndo sdo completamente
compreendidos. Entretanto, o nervo olfatério (primeiro par de
nervos cranianos) e o nervo trigémeo (quinto par de nervos
cranianos), que ligam a cavidade nasal ao cérebro e & medula
espinal, parecem ter grande importancia (Figuras 8 e 9,
respectivamente). Além disso, a circulacdo sanguinea, o liquido
cefalorraquidiano e o sistema linfatico atuam em conjunto com a
via nervosa no transporte destas substancias para o SNC. As
propriedades fisico-quimicas da molécula em questdo podem
influenciar a via que serd predominantemente utilizada
(LOCHHEAD; THORNE, 2012; MUSTAFA et al., 2016).
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Devido ao contato constante com toxinas presentes no
ambiente, capazes de levar ao dano dos neurdnios olfatérios
sensoriais, estes neurbnios sao regenerados a cada 3 a 4
semanas a partir de células basais que estédo presentes no epitélio
olfatério. Esta constante renovacdo pode deixar a barreira nasal
“vazada”. Neste sentido, as células embainhantes, semelhantes
as células de Schwann, criam uma espécie de canal em torno das
fiboras dos neurbnios olfatérios sensoriais, que permanecem
abertos independentemente da degeneragdo ou regeneracao
destes neurdnios. Assim, através da via do nervo olfatorio, os
xenobidticos podem se propagar extracelularmente para atingir o
SNC. Ainda, a renovacdo constante das células do epitélio
olfatério pode levar a uma redugdo das juncdes oclusivas,
presentes entre as células epiteliais e que poderiam dificultar a
passagem de substéncias por esse epitélio (DHURIA; HANSON;
FREY, 2010; LOCHHEAD; THORNE, 2012).



69

Figura 8 - Organizacao geral da regido olfatéria da cavidade nasal.
Intracelular a0 Paracelular

Cavidade nasal : Transcelular

Cilios
Botéo dendritico

Células de '
sustentagao

Neurénio olfatério O
sensorial

Célula Basal
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~
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Legenda: A mucosa olfatéria inclui o epitélio olfatério e sua lamina propria
subjacente. Os processos axonais dos neurfnios sensoriais convergem
em feixes, cercados por células embainhantes e fibroblastos antes de se
projetar ao bulbo olfatério (BO). As potenciais vias para transporte de
toxinas através do epitélio olfatério estdo em vermelho. Algumas
substancias podem ser transportadas pela via intracelular, do epitélio
olfatério até o BO, dentro dos neurdnios sensoriais olfatérios devido a
endocitose absortiva, mediada por receptor, ou ndo especifica. Outras
substancias podem cruzar a barreira do epitélio olfatério através do
transporte paracelular ou transcelular, até atingir a lamina propria, onde
diferentes vias extracelulares de distribuicdo sdo possiveis, como
indicado: (1) absorcdo para vasos sanguineos olfatérios e entrada na
circulacao sistémica;
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Continuacgéo da legenda da Figura 8: (2) absorg&o para os vasos linfaticos
olfatérios, sendo drenadas para os linfonodos cervicais; e (3) difusédo
extracelular em compartimentos associados com os feixes do nervo
olfatério até a entrada no compartimento craniano. O transporte dentro do
espaco perineural delimitado pelos fibroblastos do nervo olfatério também
€ demonstrado. LCR, liquido cefalorraquidiano.

Fonte: Lochhead e Thorne (2012)

Outra forma de propagacdo pela regido olfatéria é a via
intracelular, sendo necesséaria a absor¢cdo das moléculas pelos
neurénios olfatdrios sensoriais, a qual pode ocorrer por difusdo
passiva, endocitose mediada por receptor ou endocitose por
adsorcdo. Estudos tém demonstrado que os neurdnios olfatérios
sensoriais sdo capazes de realizar a endocitose de virus e de
moléculas grandes como peroxidase de rabano silvestre e
albumina. O transporte extracelular parece ser mais rapido,
levando poucos minutos para que a substancia atinja 0 SNC, em
comparacdo ao transporte intracelular, pelo qual o a molécula
pode levar horas ou dias para ser encontrada no BO ou outras
estruturas encefalicas (THORNE et al., 2008; DHURIA; HANSON;
FREY, 2010).

O nervo trigémeo também apresenta grande importancia
para o transporte de substancia para o SNC (Figura 9). Este nervo
€ 0 maior entre 0s nervos cranianos, e é considerado um nervo
misto, pois possui fibras motoras, que inervam mdusculos
relacionados com a mastigacdo, e fibras sensoriais, que
transmitem informacg6es sensoriais da face, do escalpo, da boca e
das cavidades nasais. O trigémeo é dividido em 3 ramos:
oftdlmico, maxilar e mandibular, sendo que os dois primeiros
inervam a regido respiratoria da cavidade nasal. Ainda, o nervo
trigémeo envia uma projecdo para o BO, que parte da cavidade
nasal, atravessando a placa cribriforme. Os trés ramos do
trigémeo entdo se unem chegando até o géanglio trigeminal, de
onde partem para os nudcleos trigeminais, presentes no tronco
encefalico. Assim, este nervo possui duas portas de entrada para
0 SNC, facilitando a chance de entrada de xenobidticos
(LOCHHEAD; THORNE, 2012).

Estudos em roedores demonstraram que a administracdo
i.n. de peptideos radiomarcados leva a concentracdes elevadas
destas moléculas no trigémeo, e que a administracdo de algumas
drogas por esta mesma via leva a distribuicdo em areas caudais
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do encéfalo (THORNE et al.,, 2004; THORNE et al., 2008).
Entretanto, ainda sdo poucos o0s estudos que avaliam a
participacédo do trigémeo na propagacao de substancias a partir da
cavidade nasal.

Thorne e colaboradores (2004), utilizando o fator de
crescimento semelhante a insulina-tipo | (IGF-I, do Inglés: Insulin-
like Growth Factor-l) radiomarcado com 1325 ([I*?5]-IGF-I),
demonstraram que a administragdo desta proteina por via i.n. em
ratos Sprague-Dawley leva a um rapido aparecimento da mesma
no SNC, e que o transporte pode ser feito através dos nervos
olfatério e trigémeo. Aproximadamente 30 minutos apds a
administracdo i.n. do [I-*?]-IGF-I, esta proteina jA pode ser
detectada no BO e no tronco encefalico. Ainda, Thorne e
colaboradores (2008) demonstraram que a administragdo i.n. de
interferon-B1b (IFN-B1b) radiomarcado com [*?> ([I*?°]-IFN-B1b),
em macacos Cynomolgus, levou a uma deteccdo desta proteina
em diversas estruturas encefélicas. A concentracdo detectada de
([I**°]-IFN-B1b) foi significativamente maior no BO e no nervo
trigémeo em comparacao a 6rgaos periféricos e outras estruturas
do SNC. De grande importancia, este estudo demonstrou que,
com excecdo do BO, as maiores concentracées de ([1*2°]-IFN-B1b)
foram encontradas em estruturas dos ganglios da base, como
caudado, putdmen, globo palido, nicleo accumbens e substancia
negra. Dentre estes, as estruturas estriatais (caudado, putamen e
globo palido) foram as que apresentaram maiores niveis da
proteina marcada (THORNE et al., 2004).
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Figura 9 - Organizacao geral e inervagdo trigeminal da regido respiratéria
da cavidade nasal.

Cavidade nasal
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Legenda: A mucosa respiratoria inclui o epitélio respiratério e sua lamina
propria subjacente. As fibras do nervo trigémeo, importante para a
transmissao da informag&do quimiosensorial, nociceptiva, tatil e térmica,
sdo encontradas no epitélio nasal, onde suas terminacdes livres se
estendem até préximo da superficie epitelial, logo abaixo das jun¢bes
ocludentes (JO).

Fonte: Lochhead e Thorne (2012).

A partir da cavidade nasal os xenobiéticos também podem
ganhar acesso a lamina propria, através do transporte transcelular,
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sendo endocitados pelas células epiteliares e liberados nesta
camada. A chegada na lamina prépria € de grande importancia
devido a presenca de vasos sanguineos e linfaticos, os quais
podem realizar o transporte dessas substancias (MUSTAFA et al.,
2016).

A alta irrigacdo sanguinea da cavidade nasal facilita a
absorcdo de xenobidticos para a circulagdo. Esta cavidade é
irrigada pelos ramos das artérias maxilar, oftalmica e facial que
surgem da artéria carétida. Ainda, a irrigacéo nédo é feita de forma
homogénea, pois a regido olfatéria recebe uma densidade de
vasos sanguineos maior, em relagdo a regido olfatéria. Apos
serem absorvidos, 0s xenobidticos podem seguir para a circulacéo
sistémica, ou sofrerem a chamada transferéncia contracorrente,
chegando a artéria carétida e sendo distribuidos para o encéfalo e
medula espinal. Na circulacdo sistémica, sofrem processos de
eliminacéo hepética e renal e ligacdo a proteinas plasmaticas, o
que leva a uma redugdo drastica em sua concentragdo. Além
disso, as substancias presentes na circulacdo tém sua entrada no
SNC limitada pela presenca da barreira hemato-encefalica
(DHURIA; HANSON ; FREY, 2010; MUSTAFA et al., 2016)

Outra possibilidade para as substancias atingirem o SNC a
partir da circulagdo sanguinea é a passagem pelos espacos
perivasculares. Estes espacos sdo formados entre a camada mais
externa dos vasos sanguineos e a membrana basal do tecido
circundante e podem funcionar como um sistema linfatico para o
SNC, eliminando até mesmo moléculas grandes como a proteina
B-amiloide, provavelmente através de mecanismos de transporte
de massa. Estudos tém demonstrado que substancias
administradas pela via i.n. podem atingir estes espacos, 0 que
facilitaria a chegada a estruturas encefalicas (LOCHHEAD ;
THORNE, 2012; SAMPAIO et al., 2017).

Os vasos linfaticos presentes na lamina propria também
podem ser uma porta de entrada para o sistema nervoso central.
A absorcao de substancias administradas na cavidade nasal ja foi
demonstrada através de experimentos utilizando corantes que
foram administrados nesta cavidade e detectados nos linfonodos
cervicais. Além disso, outros experimentos demonstraram que
corantes administrados no LCR podem atingir o espaco perineural
do nervo olfatério e de l& serem drenados para os linfonodos
cervicais. Ainda, alguns estudos anatdmicos j& demonstraram a
presenca de comunicacdo entre os vasos linfaticos olfatorios e o
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LCR, o que indica que o sistema linfatico também poderia ser uma
porta de entrada de xenobiéticos para o SNC (DHURIA; HANSON;
FREY, 2010; LOCHHEAD; THORNE, 2012).
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2.2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A DP é caracterizada como uma doenca multifatorial,
envolvendo fatores genéticos e ambientais em sua etiologia.
Diversos estudos tém demonstrado a relagéo entre a exposicéo a
xenobiéticos, como pesticidas, e o0 risco aumentado do
desenvolvimento da DP. Neste sentido, o fato da via olfatoria
representar um facil acesso entre o meio externo e o SNC fortalece
a hipotese da vetorizacdo olfatéria nas doencas
neurodegenerativas. Somando-se a isto, recentemente, a
exposicao ao pesticida ziram foi relacionada ao aumento no risco
do desenvolvimento da DP. Este pesticida, assim como outros sais
de dimetilditiocarbamato sdo amplamente utilizados na agricultura
e industria. Desta maneira, hipotetizamos que a administra¢&o i.n.
de NaDMDC poderia provocar alteracbes comportamentais e
bioquimicas relacionadas a DP em camundongos.

2.3 OBJETIVOS
2.3.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste capitulo foi avaliar os efeitos da
administracdo i.n. do NaDMDC sobre a fungdo motora de
camundongos, bem como investigar o envolvimento do sistema
dopaminérgico e do estresse oxidativo no mecanismo de
toxicidade desta molécula.

2.3.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito agudo da administracéo i.n. de NaDMDC
sobre a temperatura corporal de camundongos;

- Investigar o efeito de diferentes protocolos de
administracéo i.n. de NaDMDC (1, 2 ou 4 administragfes) sobre a
funcdo motora de camundongos, avaliada nos testes do campo
aberto, e rotarod, e no estado neurolégico geral dos animais
através do uso do escore neuroldgico de severidade (ENS);

- Investigar o efeito da administracdo sistémica
(intraperitoneal, i.p.) de NaDMDC (4 administracbes) sobre a
funcdo motora de camundongos, avaliada nos testes do campo
aberto, e rotarod, e no estado neurolégico geral dos animais
através do uso do escore neuroldgico de severidade (ENS);



76

- Investigar as possiveis alteracdes no imunocontetdo de
TH, enzima limitante na sintese de catecolaminas (usada como
um marcador de neurénios dopaminérgicos), no BO e estriado de
camundongos apo6s a administracdo i.n. de NaDMDC,;

- Investigar as possiveis alteracdes nos niveis do fator de
necrose tumoral-a (TNF-a, do Inglés: Tumor Necrosis Fator-a),
marcador inflamat6rio, no BO e estriado de camundongos apds a
administracéo i.n. de NaDMDC;

- Avaliar o efeito agudo do tratamento com L-DOPA e
apomorfina sobre as possiveis alteragbes na funcdo motora e
estado neurolégico geral induzidas pelo NaDMDC em
camundongos;

- Avaliar os niveis de dano celular e EROs no BO e estriado
de camundongos apds a administracédo i.n. de NaDMDC.
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2.4 MATERIAL E METODOS
2.4.1 Protocolos experimentais

Bloco experimental 1 — Efeitos comportamentais da
administracdo i.n. de NaDMDC. Com o objetivo de avaliar se a
administracéo i.n. de NaDMDC poderia levar a alteracdes motoras
em camundongos, semelhantes as observadas na DP em
humanos, foram realizados 3 diferentes protocolos de
administracdo: 1, 2 ou 4 administragfes em dias consecutivos de
uma dose de 1 mg/narina, sendo nomeados de protocolos 1, 2 e
3, respectivamente (Figura 10). Apés a Ultima, ou, no caso do
protocolo 1, da Unica administracdo, os animais foram submetidos
a uma bateria de testes comportamentais: ENS, nos dias 2 e 6;
campo aberto, no dia 4; e rotarod, no dia 7. O Ultimo dia de
administracdo foi considerado como dia zero. Além disso, a
temperatura corporal dos animais foi mensurada 1 hora antes e 1,
2, 4 e 6 horas ap6s a primeira administracdo de NaDMDC. A
escolha da dose foi baseada em uma aproximagdo a dosagem
usada sistemicamente por Chou e colaboradores (2008), e em
resultados prévios do nosso grupo com a utilizagéo do modelo do
MPTP intranasal em camundongos (PREDIGER et al., 2010).

Apéds a realizagdo do bloco experimental 1, o protocolo 3
consistindo em 4 administragfes i.n. de NaDMDC foi selecionado
para a realizacdo dos experimentos subsequentes.
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Figura 10 — Desenho e protocolos experimentais usados para a avaliacéo
das altera¢des comportamentais induzidas pela administracdo intranasal
de NaDMDC em camundongos.
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Legenda: Linha do tempo ilustrando os trés protocolos de tratamento com
o NaDMDC utilizados e a distribuicdo temporal das avaliagBes
comportamentais. Os animais foram submetidos a trés diferentes
protocolos de administragdo intranasal de dimetilditiocarbamato de sédio
(NaDMDC). O protocolo 1 consistiu em uma Unica administracdo de
NaDMDC (1 mg/narina). O protocolo 2 consistiu e duas administraces
de NaDMDC (1mg/narina) em dias consecutivos. O protocolo 3 consistiu
em 4 administracées de NaDMDC (1 mg/narina) em dias consecutivos.
Posteriormente os animais foram avaliados em diferentes testes
comportamentais como apresentado na figura. ENS: escore neurolégico
de severidade.

Bloco experimental 2 — Avaliacdo das alteracdes
motoras e do estado neuroldégico induzidas pela
administracdo i.p. de NaDMDC em camundongos. Para
investigar se as alteracfes comportamentais observadas apés a
i.n. do NaDMDC em camundongos poderiam ser decorrentes de
sua distribuigcdo sistémica a partir da cavidade nasal, realizou-se a
administracao i.p. de NaDMDC (50 mg/kg) em 4 dias consecutivos,
semelhante ao realizado no protocolo 3 da administracéo i.n. de
NaDMDC. A bateria de testes comportamentais também foi a
mesma utilizada no bloco experimental 1. A dose escolhida levou
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em consideracdo uma aproximacao com a dose maxima que 0s
animais poderiam receber com a administracdo i.n., observando-
se que a massa corporal dos animais variou entre 45-60 g.

Bloco experimental 3 - Efeito da administracédo i.n. de
NaDMDC sobre o imunocontetdo de TH e niveis de TNF-a no
BO e estriado de camundongos. Para avaliacdo da possivel
relacdo entre as alteragbes comportamentais induzidas pela
administracdo i.n. de NaDMDC com o imunocontelido da enzima
TH, e com os niveis de TNF-a, realizou-se a dosagem destes
marcadores no sétimo dia apds a Ultima administracdo do
NaDMDC, no final das avaliagbes comportamentais, no BO e
estriado dos animais. A enzima TH é considerada um marcador de
neurdnios dopaminérgicos e o0 seu imunoconteudo foi avaliado
pela técnica de Western blotting. O TNF-a é uma citocina pro-
inflamatéria e foi quantificada pela técnica de ensaio de
imunoabsorcao ligado a enzima (ELISA, do Inglés: Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay).

Bloco experimental 4 — Investigacdo dos efeitos de
farmacos com acdo dopaminérgica sobre as alteragcdes
comportamentais induzidas pela administracdo i.n. de
NaDMDC. Para avaliar se as alteragbes comportamentais
induzidas pela administracdo i.n. de NaDMDC (protocolo 3)
poderiam ser revertidas ou atenuadas pela administracdo de
farmacos que estimulam a neurotransmissdo dopaminérgica,
realizou-se a administracdo de L-DOPA/benserazida ou
apomorfina. A solucdo de L-DOPA/benserazida (100 mg/kg/25
mg/kg) (ZAITONE; HAMMAD ; FARAG, 2013) ou veiculo (controle)
(10 mL/kg) foi administrada por via oral (v.0.), 1 h antes de cada
avaliagdo comportamental.

Para maior facilidade na descricdo dos resultados e
discussao, os grupos foram nomeados e divididos da seguinte
maneira:

- Grupo Controle: Controle i.n. + Controle v.0.;

- Grupo NaDMDC: NaDMDC i.n. + Controle v.o.;

- Grupo L-DOPA: Controle i.n. + L-DOPA/benserazida v.o.;

- Grupo NaDMDC + L-DOPA: NaDMDC i.n. + L-
DOPA/benserazida v.o.
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A L-DOPA é um farmaco precursor da dopamina em
neurdnios dopaminérgicos e a benserazida € um inibidor periférico
da enzima dopa-descarboxilase, responsavel pela metabolizacao
da L-DOPA em tecidos periféricos (figado e intestino), limitando a
sua chegada ao SNC.

A apomorfina, um agonista ndo seletivo dos receptores
dopaminérgicos, foi administrada por via subcuténea (s.c.), na
dose de 0,5 mg/kg (YUREK et al., 1989; MOREIRA et al., 2010),
30 minutos antes da realizagdo dos testes comportamentais. Os
grupos foram nomeados e divididos da seguinte maneira:

- Grupo Controle: Controle i.n. + Controle s.c.;

- Grupo NaDMDC: NaDMDC i.n. + Controle s.c.;

- Grupo Apomorfina: Controle i.n. + Apomorfina s.c.;

- Grupo NaDMDC + Apomorfina: NaDMDC i.n. +
Apomorfina s.c.

As drogas foram diluidas em solucdo salina (NaCl 0,9%) e
esta solucgéo foi utilizada no tratamento do grupo Controle.

Bloco experimental 5 - Avaliac&o dos niveis de EROs e
do dano a membrana celular 2 h e 24 h apds a ultima
administragcao i.n. de NaDMDC. Com o objetivo investigar se as
alteragbes comportamentais induzidas pela administracdo i.n. de
NaDMDC estdo associadas ao aumento inicial do estresse
oxidativo e ao dano a membrana celular, no BO e estriado, estas
estruturas foram coletadas 2 e 24 horas apés a Ultima
administracdo de NaDMDC.

2.4.2 Animais

Para realizagdo deste trabalho foram utilizados
camundongos Swiss machos, com 90 dias de idade, pesando
entre 45 e 60 g, fornecidos pelo biotério central da UFSC. Os
animais foram mantidos em gabinetes climatizados (Insight,
Ribeirdo Preto, Brasil), em gaiolas plasticas retangulares (49 x 34
X 16 cm), a 23 = 2°C, com ciclo claro escuro de 12 horas
(acendimento das luzes as 7 horas), com livre acesso a agua e
racao e limite maximo de 10 animais por gaiola. Os procedimentos
realizados neste estudo foram aprovados pela Comisséo de Etica
para o uso de animais (CEUA) da UFSC, sob o protocolo nimero
PP0830/2013.
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2.4.3 Drogas

O dimetilditiocarbamato de sédio (NaDMDC) (D156604,
Sigma-Aldrich), foi dissolvido em solucdo salina (NaCl 0,9%) a
uma concentracdo de 100 mg/mL. A solugcdo de L-DOPA +
benserazida foi preparada a partir de comprimidos do
medicamento comercial Prolopa ® (Roche) contendo 50 mg de L-
DOPA + 125 mg de benserazida. Os comprimidos foram
macerados e diluidos em solucéo salina a uma concentragdo de
L-DOPA (10 mg/mL) + benserazida (2,5 mg/mL). A apomorfina
(A4393, Sigma-Aldrich) foi diluida em solu¢do salina a uma
concentracédo de 0,05 mg/mL. A solucéo salina foi utilizada como
controle, sendo administrada pela mesma via do farmaco em
questéo.

2.4.4 Administracao intranasal de NaDMDC

Para a administracdo i.n. de NaDMDC utilizou-se um
procedimento semelhante ao descrito por Prediger et al. (2010).
Os animais foram levemente anestesiados com isofluorano 0.96%
(0.75 CAM; Abbot Laboratérios do Brasil Ltda, RJ, Brasil), e um
tubo de polietileno (PE 10) foi introduzido aproximadamente 7 mm
na narina do animal. Um volume de 10 pL de NaDMDC, 100
mg/mL (correspondendo a uma dose de 1 mg/narina) ou controle
(NaCl 0,9%) foi administrado na narina do animal a uma taxa de
infusé@o de 10 pL/min, com o auxilio de uma micro-seringa de 10 pl
(Hamilton, USA), acoplada a uma bomba de infusdo (Insight,
Brasil) (Figura 11). Apds um intervalo de 5 min, para os animais
recuperarem a funcédo respiratéria normal, esse procedimento foi
repetido para a infusdo na narina contralateral.
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Figura 11 — llustracdo do procedimento utilizado para a administragédo
intranasal de NaDMDC em camundongos.
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Legenda: Representacdo do tratamento intranasal com NaDMDC (1
mg/narina) através de bomba de infusdo e tubo de polietileno. O
NaDMDC foi diluido a uma concentrac¢é@o de 0,1 mg/uL e infundido a uma
taxa de 10 pL/min.

Fonte: Adaptado de Prediger e colaboradores (2010).

2.4.5 Avaliacao da temperatura corporal

A temperatura corporal foi mensurada 1 h antese 1, 2, 4 e
6 horas ap6s a administracéo i.n. de NaDMDC. A mensuracao foi
realizada através de uma sonda para camundongos (4,2 mm de
didmetro) introduzida 1-2 cm no reto dos animais, conectada a um
termdmetro (modelo Thermistor #8402-00, Cole-Parmer, Vernon
Hills IL, EUA), com acuracia de 0,1 °C.

2.4.6 Testes comportamentais
2.4.6.1 Campo aberto

A avaliacdo da locomocao espontanea dos animais foi
realizada utilizando-se o teste do campo aberto, como descrito
previamente (PREDIGER et al., 2008). O teste foi realizado 4 dias
apos a Ultima administracéo i.n. de NaDMDC. O aparato utilizado
¢ feito em acrilico, com paredes transparentes e chao na cor cinza,
medindo 40 cm x 40 cm x 30 cm, como observado na Figura 12.
Os animais foram colocados individualmente no centro do campo
aberto e exploraram livremente o aparato durante 5 min. Os
comportamentos realizados pelos animais durante o periodo que
permaneceram no aparato foram gravados a partir de um sistema
de monitoramento por uma camera localizada perpendicularmente
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ao centro do aparato. As medidas de distancia total percorrida,
ndamero de entradas no centro e tempo de permanéncia no centro
do aparato, assim como 0s mapas de percurso e ocupagdo foram
realizados com o auxilio do software ANYmaze® (Stoelting, EUA).
A area central do aparato foi definida como 20 cm x 20 cm
(BAILEY, 2009). ApGs a retirada de cada animal, o aparato foi
limpo com papel toalha umedecido com uma solugéo de etanol
10% e posteriormente seco com papel toalha, antes da exposi¢ao
do préximo animal, para evitar que possiveis odores residuais
pudessem alterar os comportamentos avaliados. O experimento
foi realizado sob baixa luminosidade (12 lux).

Figura 12 — Representacao do aparato utilizado no teste do campo aberto.
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Legenda: Figura representativa do aparato utilizado no teste do campo
aberto.
Fonte: Adaptado de Nilius e Flockerzi (2014).

2.4.6.2 Escore neurologico de severidade (ENS)

No segundo e no sexto dia apés a Ultima administracéo i.n.
de NaDMDC, os animais foram submetidos ao teste do ENS. Este
teste consiste de uma escala com 10 diferentes avaliacdes
realizadas com o auxilio dos aparatos representados na Figura 13.
Quando o animal apresenta déficit ou incapacidade de realizar a
tarefa em questao, adiciona-se 1 ponto ao escore total do mesmo,
como representado na Tabela 1. Este teste é utilizado para a
mensuracao do estado neurolégico geral de roedores e foi descrito
primeiramente por Shohami e colaboradores (1995), e



84

posteriormente padronizado em nosso laboratério por
Schwarzbold e colaboradores (2010). Estudos prévios de nosso
grupo tém demonstrado que o ENS é uma ferramenta (til para
avaliar o prejuizo comportamental observado em modelos animais
da DP (MATHEUS et al., 2012; DE OLIVEIRA et al., 2017).

Figura 13 - Aparatos usados para a avaliacdo do escore neurolégico de
severidade.

0,5cm 0,5cm 1cm 2cm 3cm

Legenda: Figura representativa dos aparatos utilizados na
avaliacdo do Escore Neurolégico de Severidade.
Fonte: Schwarzbold e colaboradores (2010).
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Tabela 1 - ParAmetros avaliados no Escore Neuroldgico de severidade.

Parametro testado Capacidade Incapacidade
Presenca de paresia 0 1
Inabilidade em andar em linha reta 0 1
Perda do comportamento exploratério 0 1
Falha em sair do circulo (até 3 min) 0 1
Inabilidade de andar na trave de 3 cm 0 1
(até 2 min)

Inabilidade de andar na trave de 2 cm 0 1
(até 2 min)

Inabilidade de andar na trave de 1 cm 0 1
(até 2 min)

Inabilidade em se equilibrar na trave de 0,5 0 1
cm (até 10 s)

Inabilidade de se equilibrar na trave 0 1
redonda (até 10 s, 3 tentativas)

Perda do reflexo de sobressalto 0 1
Escore maximo 0 10

Fonte: Schwarzbold e colaboradores (2010).

2.4.6.3 Rotarod

No sétimo dia apés a Ultima administracdo i.n. de NaDMDC,
realizou-se a avaliacdo da coordenacdo motora dos animais
através do teste do rotarod (Insight ®, Ribeirdo Preto, Brasil). O
aparato consiste basicamente em um cilindro metdlico, com
ranhuras para facilitar a aderéncia dos animais, separado em 4
diferentes raiais por discos de acrilico fosco, como demonstrado
na Figura 14. Este cilindro esta ligado a um motor que faz com que
0 mesmo gire em diferentes velocidades. Primeiramente, foi
realizada a avaliacao basal, antes da administragdo de NaDMDC;
0S animais que conseguiram permanecer no aparato durante 5 min
em até 3 tentativas, a uma velocidade constante de 5 rpm, foram
incluidos no estudo (90% dos animais). A avaliagdo realizada no
sétimo dia utilizou aceleracdo; o teste iniciava-se em 5 rpm e
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apresentava uma aceleragéo constante de 0,1 revolucéo/s?, com
a velocidade maxima (40 rpm) estabelecida de 5 min de laténcia
para a queda (SHIOTSUKI et al., 2010).

Figura 14 — Aparato do Rotarod.
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Fonte: INSIGHT (2017).

2.4.7 Analises ex vivo

Para a realizacdo dos ensaios ex vivo, 0s animais foram
anestesiados com isoflurano (2-3% a 100% de oxigénio) e
eutanasiados por decapitacdo, em diferentes tempos, conforme
descrito anteriormente, sendo realizada a coleta do BO e do
estriado para as analises neuroquimicas. Para as andlises por
Western blotting e ensaio de imunoabsorcédo ligado a enzima
(ELISA), as amostras foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas a -80°C até o
momento das analises. Para a avaliagdo dos niveis de EROs e
dano a membrana celular, avaliados em fatias, o tecido foi
processado e a andlise foi realizada imediatamente ap6s a coleta
das estruturas.

2.4.7.1 Western blotting

O ensaio de Western blotting foi realizado como descrito
previamente (Oliveira et al., 2017). Em resumo, as amostras de
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BO e estriado foram homogeneizadas em tampéo de lise (50 mM
Tris/HCI pH7.5; NaCl 150 mM; 1% NP-40/Igepal; 5% coquetel
inibidor de protease; PMSF 0,5 mM). Centrifugadas por 20 min a
20000 g, a 3°C. O sobrenadante das amostras foi diluido em
glicerol 10%, SDS 2%, azul de bromofenol 0,004%, Tris-HCI 0,106
M, pH 6,85, com 2-mercaptoetanol 5%. As proteinas (20 ug/pogo)
foram separadas por gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE)
usando um aparato Miniprotean tetra (Bio-Rad, CA, EUA). A
eletroforese foi realizada com uma voltagem fixa de 200 volts por
50 minutos, ou até o corante ter alcancado o final do gel, utilizando-
se para isso um tampéo de corrida contendo 190 mM de glicina,
25 mM de Tris e 0,1% de SDS. Apds a separacéo, as proteinas
foram transferidas eletroforeticamente para uma membrana de
fluoreto de polivinilideno (PVDF, do Inglés: Polyvinylidene
Fluoride) previamente ativada com metanol, utilizando o aparato
Mini Trans-Blot (Bio-Rad, CA, EUA), por 90 minutos a 100 volts e
sob refrigeracdo. As membranas foram bloqueadas com leite
desnatado 5%, lavadas e incubadas por aproximadamente 8 h
com anticorpo primario anti-TH (1:5000, sc-25269, Santa Cruz
Biotechnology). Apds a retirada do anticorpo primario e lavagem,
a membrana foi incubada com anticorpo secundario apropriado. A
revelacgéao foi realizada com solugdo quimioluminiscente, utilizando
o kit ECL™ (Amersham Biosciences, UK), seguida da deteccédo
em aparelho fotodocumentador (ChemiDoc MP, Bio-Rad, La Jolla,
USA). Para controle de carregamento, utilizou-se a deteccdo da
proteina B-actina, através da incubacdo das membranas com
anticorpo primario anti-g-actina conjugado a peroxidase (A3854,
Sigma-Aldrich, MO, EUA, 1:20000). A quantificacdo das bandas
detectadas foi realizada no software Image LabTM (Bio-Rad, La
Jolla, USA).

2.4.7.2 Ensaio de imunoabsorcao ligado a enzima

Para a andlise dos niveis de TNF-a no BO e estriado, as
amostras foram colocadas em tampao fosfato (PBS) contendo
Tween® 20 (0,05%), fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) (0,1 mM),
acido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA) (10 mM), aprotinina (2
ng/ml) e cloreto de benzametoénio (0,1 mM), e homogeneizadas.
As amostras homogeneizadas foram centrifugadas a 6900 x g por
10 minutos (4°C) e o sobrenadante foi coletado e estocado a -
80°C, para a futura analise. O contetdo proteico total do
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sobrenadante foi mensurado pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976), utilizando uma curva padrédo de calibragédo
com albumina de soro bovino (BSA, do Inglés: bovine serum
albumin) (0,05 a 0,5 mg/mL). Aliquotas de 100 pL foram utilizadas
para mensurar as concentracdes do TNF-a, através de kits de
ELISA MAXTM Standard para camundongos (Cat 430903,
BioLegend, San Diego, CA, EUA) de acordo com instru¢cbes do
fabricante. As concentracdes do TNF-a foram definidas pela
interpolacédo de uma curva padrdo de 7 pontos, por mensuragao
colorimétrica a 450 nm (corrigidas pela subtracéo da leitura a 550
nm) em um leitor de placas (Berthold Technologies, Apollo 8 — LB
912, KG, Alemanha). Os valores finais foram expressos como
pg/mg de proteina.

2.4.7.3 Ensaio de dano a membrana celular e medida da producao
de espécies reativas de oxigénio

2.4.7.3.1 Preparacéo das fatias

Imediatamente apds a coleta, o BO e o estriado dos animais
foram colocados no tampéo Krebs-Ringer bicarbonato (KRB) (122
mM NacCl, 3 mM KCI, 1.2 mM MgS04, 1.3 mM CaCl2, 0.4 mM
KH2PO4, 25 mM NaHCO3 e 10 mM D-glicose) gelado e
gaseificado com carbogénio (95% O2 - 5% CO2) para atingir pH
7,4. Com o auxilio de um fatiador de tecidos (Mcllwain), as
estruturas foram fatiadas em secc¢des transversas de 400 um. As
fatias foram pré-incubadas em tampé&o KRB por 30 min a 37°C.

2.4.7.3.2 Ensaio de dano a membrana celular

O iodeto de propideo (IP) é uma molécula polar que
normalmente ndo atravessa a membrana de células intactas,
somente em células mortas ou que estao em processo de necrose.
Dentro da célula o IP se complexa com o DNA e emite uma intensa
fluorescéncia vermelha (630 nm) quando excitado por luz verde
(495 nm). As fatias dos tecidos foram incubadas com uma solucéo
contendo 7 pg/mL de IP, durante 30 minutos, a 37°C.
Posteriormente, as fatias foram lavadas com tampdo KRB e a
guantificacdo da fluorescéncia foi lida na Multileitora Infinite M200
(Tecan). As imagens representativas foram capturadas com um
microscopio padrdo invertido (Olympus IX 71) usando um conjunto
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de filtros de rodamina, acoplado a uma camera Olympus C5060
(PIERMARTIRI et al., 2010).

2.4.7.3.3 Medida dos niveis de EROs

Para mensurar a producdo de EROs, utilizou-se a sonda
molecular 2’-7’-diacetato de diclorofluoresceina (H.DCFDA). As
fatias de BO e estriado foram incubadas com uma solucéo de 80
UM de H2DCFDA, por 45 min. A H.DCFDA atravessa a membrana
celular e é hidrolisada por esterases intracelulares para a forma
nao-fluorescente 2’-7’-diclorodi-hidrofluoresceina (DCFH), a qual
reage com EROs intracelulares para formar a 2-7-
diclorofluoresceina (DCF), a qual possui fluorescéncia verde. As
fatias foram expostas a H.DCFDA 80 uM durante 30 minutos em
KRB, a 37°C. Em seguida as fatias foram lavadas duas vezes com
KRB. A analise da producao de EROs foi feita através da leitura
na Multileitora Infinite M200 (Tecan), com excitacdo de 585 nm e
emissdo de 520 nm. As imagens representativas foram capturadas
com um microscoépio padrao invertido (Olympus IX 71) usando um
conjunto de filtros de rodamina, acoplado a uma camera Olympus
C5060 (DAL-CIM et al., 2013).

2.4.8 Analise estatistica

Para a analise dos dados da temperatura corporal foi
realizada a analise de variancia (ANOVA) com medidas repetidas,
seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls. Os resultados
obtidos no teste do ENS nos experimentos 1, 2, 3 e 5 foram
avaliados pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Para
analise dos demais resultados obtidos nos experimentos 1, 2, 3 e
5 utilizou-se o teste t de Student, uma vez que os valores
apresentaram distribuicdo normal quando avaliados no teste de
Kolmogorov-Smirnov. Para andlise dos resultados do teste do
campo aberto e rotarod do experimento 4, 0s quais apresentaram
uma distribuicdo normal, utilizou-se a ANOVA de duas vias,
seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. Os dados do ENS
do experimento 4 foram primeiramente submetidos a ranking por
alinhamento e, posteriormente, analisados pela ANOVA de duas
vias, seguido pelo teste de Mann-Whitney, com correcdo de
Bonferroni para mudltiplas comparacdes (Higgins, 1990, 1994,
Wobbrok, 2011). Todas as analises estatisticas foram realizadas
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através do uso do software STATISTICA® verséo 8.0 (StatSoft Inc,
Tulsa, OK, EUA). Valores de P<0,05 foram considerados como
indicativos de diferencas estatisticamente significativas.
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2.5 RESULTADOS

2.5.1 A administracéo intranasal de NaDMDC induz hipotermia
e déficits motores em camundongos

A Figura 15 apresenta os dados da mensuragdo da
temperatura corporal basal e ap0ds diferentes intervalos da
administracéo i.n. de NaDMDC. A ANOVA com medidas repetidas
indicou um efeito significativo dos fatores tratamento [F (1,
14)=24,0, P<0,05], tempo [F(1,14)=18,0, P<0,05] e interacédo
[F(1,14)=5,6, P<0,05]. A analise de mdltiplas compara¢bes
demonstrou que houve uma reducdo significativa (P<0,05) na
temperatura corporal do grupo NaDMDC em comparag&o ao grupo
Controle nos temposde 1 he 2 h.

Figura 15 — Efeitos da administragdo intranasal de NaDMDC (protocolo
1) sobre a temperatura corporal de camundongos.

38+ -~ Controle
-2 NaDMDC

w
~
1

Temperatura (°C)
w w
g ¥

w
T

T T T T

Basal 0 1 2 3 4 5 6
Tempo (h)

Legenda: Os animais (n=7-9/grupo) receberam uma Gnica administragéo
de 1 mg/narina de NaDMDC ou Controle (10 pL/narina). A temperatura
corporal foi mensurada 1 h antes (medida basal) e 1, 2, 4 e 6 h apos a
administracéo i.n. de NaDMDC. Anédlise estatistica realizada por ANOVA
de 2 vias com medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de
Newman-Keuls; os dados representam a média + EPM. * P < 0,05
comparado ao grupo Controle no mesmo tempo.

O protocolo 1 de administragdo do NaDMDC (1
administracdo), nao provocou alteracbes comportamentais



92

significativas (P>0,05) nos parametros avaliados no campo aberto
(Fig. 16, A, B, C, D e E), ENS (Fig. 16, F e G) e rotarod (Fig. 16 H),
em comparacao ao grupo Controle.

Figura 16 — Efeitos do protocolo 1 de administracdo intranasal de
NaDMDC sobre parametros motores e estado neuroldgico geral de
camundongos.
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Legenda: Os animais (n=7-9/grupo) receberam uma Unica administracédo
de 1 mg/narina de NaDMDC ou Controle (10 pL/narina). Apés a
administracao de NaDMDC, os animais foram submetidos aos testes de
campo aberto (A-E, dia 4), escore neuroldgico de severidade (ENS) (F,
G, dias 2 e 6, respectivamente) e rotarod (H, dia 7).
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Contiuacdo da legenda da Figura 16: (A) figuras representativas da
ocupagao e do percurso dos animais no teste do campo aberto. A analise
estatistica realizada pelo teste t de Student para os parametros
analisados no campo aberto e rotarod; os dados representam a média +
EPM. Para a analise dos dados do ENS foi utilizado o Teste de Mann-
Whitney; os dados representam a mediana + intervalo interquartil.

O protocolo 2 de administracdo de NaDMDC (administracdo
em 2 dias consecutivos) (Figura 17) também n&o provocou
alterac0es significativas nos parametros locomotores avaliados no
teste do campo aberto; distancia total percorrida e nimero de
entradas no centro (P>0,05), em compara¢édo ao grupo Controle.
No entanto, os animais que receberam NaDMDC permaneceram
por menos tempo no centro do aparato (Fig. 17 E) (P<0,05),
indicativo de comportamento do tipo ansiogénico. Além disso, este
protocolo de administragéo levou ao aumento do ENS nos animais
que receberam NaDMDC (P<0,05), no dia 2 (Fig. 17 F). Este
prejuizo, no entanto, foi revertido até o sexto dia (Fig. 17 G),
guando nao foram mais observadas diferencas no ENS entre os
grupos Controle e NaDMDC (P>0,05). Ainda, o tempo de laténcia
para a queda no rotarod (Fig. 17 H) também nao foi alterado neste
protocolo de duas administracdes de NaDMDC (P>0,05).

O protocolo 3 de administracdo de NaDMDC (4 dias
consecutivos de administragdo) reduziu significativamente a
locomocao dos animais no teste do campo aberto em comparacao
ao grupo Controle, como demonstrado pela reducao da distancia
total percorrida (Fig. 18 C) e do nimero de entradas no centro (Fig.
18 D) (P<0,05). O tempo de permanéncia no centro do aparato
(Fig. 18 E) nao foi modificado (P>0,05). A exemplo do observado
no protocolo 2, a administracdo de NaDMDC em 4 dias
consecutivos provocou um aumento da pontuagdo no ENS no dia
2 (P<0,05) (Fig. 18 F) indicativo de prejuizos da fungéo neurolégica
dos animais. Entretanto, neste protocolo ndo foi observada
reversao desta resposta até o sexto dia (Fig 18 G), sendo que o
ENS permaneceu significativamente elevado nos animais que
receberam NaDMDC em comparagdo com 0s animais do grupo
Controle. O protocolo 3 levou também a um prejuizo na
coordenacdo motora dos animais, como demonstrado pela
reducdo no tempo de laténcia para a queda nos animais que
receberam NaDMDC (P<0,05) no teste do rotarod (Fig. 18 H).
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Figura 17 — Efeitos do protocolo 2 de administracdo intranasal de
NaDMDC sobre parametros motores e estado neurolégico geral de
camundongos.

A Controle NaDMDC  Bao B O Controle & NaDMDC
P oo e 6-
- T -
x& | g % ; —
8 ] e}
3 | E 4
o S
[
o
- & 2
; o 29
g | &
g | " 0a 60a 120a 180a 240a
60 120 180 240 300
Segmentos de tempo (s)
C D E
2
E E
£ 20 £ 40 s 100
© o 5
= 2 5 _ 80
= = A
g 15 @ 30 §$
a B EQ 680 *
=10 L2 o=
o] c [l
g 5 oS 40
© 5 8 10 -g 2
o o E 2
@ [ ©
B0 Eo = 0
a Controle NaDMDC =z Controle NaDMDC Controle NaDMDGC
F G H
2.0 2.0 w120
g i 8 ;100
= = o]
2315 2315 o
L °E g 0
3% 10 3T 90 S 0
2g ! 23" g
g w o0 2 4
(1]
8805 3805 | 3
@ @ 20
w w Ea)
0.0 0.0 5 o
Contrcle  NaDMDC Controle NaDMDC Controle NaDMDC

Legenda: Os animais (n=7-9/grupo) foram tratados por 2 dias
consecutivos com 1 mg/narina/dia de NaDMDC ou Controle (10
pL/narina). Apdés o ultimo dia de administragdo os animais foram
submetidos aos testes de campo aberto (A-E, dia 4), escore neurolégico
de severidade (ENS) (F, G, dias 2 e 6, respectivamente) e rotarod (H, dia
7). (A) figuras representativas da ocupacao e do percurso no teste do
campo aberto. Andlise estatistica realizada pelo teste t de Student para
0s parametros analisados no campo aberto e rotarod; os dados
representam a média + EPM.
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Continuacéo da legenda da Figura 17: Para a analise dos dados do ENS
foi utilizado o teste de Mann-Whitney; os dados representam a mediana
+ intervalo interquartil. * P < 0,05 comparado ao grupo Controle.

Figura 18 - Efeitos do protocolo 3 de administracdo intranasal de
NaDMDC sobre parametros motores e estado neurolégico geral de
camundongos.
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Legenda: Os animais (n=7-9/grupo) foram tratados por 4 dias
consecutivos com 1 mg/narina/dia de NaDMDC ou Controle (10
pL/narina).
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Continuacgéo da legenda da Figura 18: Apos o Ultimo dia de administracéo
os animais foram submetidos aos testes de campo aberto (A-E, dia 4),
escore neurologico de severidade (ENS) (F, G, dias 2 e 6,
respectivamente) e rotarod (H, dia 7). (A) figuras representativas da
ocupagdo e do percurso no teste do campo aberto. Analise estatistica
realizada pelo teste t de Student para os parametros analisados no campo
aberto e rotarod; os dados representam a média + EPM. Para a analise
dos dados do ENS foi utilizado o teste de Mann-Whitney; os dados
representam a mediana + intervalo interquartil. * P < 0,05 comparado ao
grupo Controle.

Estes dados demonstram que 4 administracdes em dias
consecutivos de NaDMDC (1 mg/kg, i.n.) (protocolo 3) induziu
prejuizos nas funcdes motora e neuroldgica de camundongos, que
permaneceram até o sétimo dia ap6s a Ultima administracéo.
Tendo em vista estes resultados, o protocolo 3 de administracédo
foi selecionado para a continuidade dos estudos neuroquimicos de
avaliagdo da neurotoxicidade induzida pela administracdo i.n. do
NaDMDC.

2.5.2 A administracdo de NaDMDC por via sistémica néao
prejudica a funcdo motora e estado neurologico de

camundongos

A Figura 19 ilustra os resultados obtidos com a
administracéo i.p. de NaDMDC. A administracéo i.p. de NaDMDC
(50 mg/kg/dia), durante quatro dias consecutivos, ndo alterou de
maneira significativa o desempenho dos animais nos testes do
campo aberto (distancia total percorrida, entradas no centro e
tempo de permanéncia no centro, Fig. 19, A, B e C), ENS (Fig. 19,
D e E) e rotarod (Fig. 19 F), em comparacédo ao grupo Controle
(P>0,05).
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Figura 19 — Efeitos da administracéo intraperitoneal de NaDMDC sobre
sobre parametros motores e estado neurolégico geral de camundongos.
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Legenda: Os animais (n=6-7/grupo) foram tratados por 4 dias
consecutivos com NaDMDC, por via intraperitoneal [50 mg/kg/dia de
NaDMDC ou Controle (10 mL/kg)]. Apos o ultimo dia de administracéo os
animais foram submetidos aos testes de campo aberto (A-C, dia 4),
escore neurologico de severidade (ENS) (D, E, dias 2 e 6,
respectivamente) e rotarod (F, dia 7).
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Continuagéo da legenda da Figura 19: Analise estatistica realizada pelo
teste t de Student para os parametros analisados no campo aberto e
rotarod; os dados representam a média + EPM. Para a analise dos dados
do ENS foi utilizado o teste de Mann-Whitney; os dados representam a
mediana + intervalo interquartil.

2.5.3 A administracdo intranasal de NaDMDC provoca
aumento no imunoconteddo de tirosina hidroxilase no
estriado de camundongos

A Figura 20 apresenta os resultados da imunodeteccdo de
TH obtida por Western blotting no sétimo dia apés a Ultima
administracéo i.n. de NaDMDC. Neste tempo, ndo houve diferenca
significativa no imunocontetdo de TH no BO (P>0,05) (Fig. 20 A).
Entretanto, foi observado um aumento no imunocontetddo de TH
(P<0,05) no estriado (Fig. 20 B) de animais que receberam
NaDMDC, em comparacao ao grupo Controle.

Figura 20 — Efeito da administracdo intranasal de NaDMDC sobre o
imunocontetdo de tirosina hidroxilase no bulbo olfatério e estriado de
camundongos.
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Legenda: Os animais (n=7-8/grupo) foram tratados por 4 dias
consecutivos com 1 mg/narina/dia de NaDMDC ou Controle (10
pL/narina). Apds 7 dias decorridos da Ultima administracdo o bulbo
olfatério (A) e o estriado (B) foram coletados para analise do
imunocontetdo de TH por Western Blotting.
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Continuagdo da legenda da Figura 20: Os dados representam a média +
EPM e a avaliagao estatistica foi realizada através do Teste t de Student.

* P<0,05 comparado ao grupo Controle.

A Figura 21 apresenta os dados da quantificacdo dos niveis
de TNF-a no sétimo dia apés o término do tratamento com
NaDMDC. No tempo avaliado, a administracdo de NaDMDC né&o
alterou de maneira significativa os niveis desta citocina no BO (Fig.
21 A) e estriado (Fig. 21 B) dos animais (P>0,05).

Figura 21 — Efeito da administragcdo intranasal de NaDMDC sobre os
niveis de TNF-a no bulbo olfatério e estriado de camundongos avaliados
no sétimo dia apdés a Ultima administragéo.
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Legenda: Os animais (n=7/grupo) foram tratados por 4 dias consecutivos
com 1 mg/narina/dia de NaDMDC ou Controle (10 pL/narina). Apés 7 dias
decorridos da dltima administracdo, o bulbo olfatério (A) e o estriado (B)
foram coletados para analise dos niveis de TNF-a por ELISA. Os dados
representam a média + EPM e a avaliagéo estatistica foi realizada através

do teste t de Student.

2.5.4 O tratamento com L-DOPA e apomorfina atenua os
déficits nafunc@o motorae estado neuroldgico induzidos pela
administracédo intranasal do NabDMDC

A figura 22 apresenta os efeitos comportamentais do
tratamento com L-DOPA/benserazida (100 mg/kg/25 mg/kg, v.0.)
ou Controle, 1 h antes da avaliacdo, em animais que receberam a
administracdo i.n. de NaDMDC ou Controle em 4 dias
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consecutivos (protocolo 3). No parAmetro distancia total percorrida
(Fig. 22 A), a ANOVA de duas vias indicou auséncia de efeitos
significativos dos fatores pré-tratamento (NaDMDC/Controle)
[F(3,21)=1,58, P>0,05] e tratamento (L-DOPA-
benserazida/Controle) [F(3,21)=2,38, P>0,05]. No entanto, a
interacdo entre estes fatores foi significativa [F(3,21)=32,69,
P<0,05]. O teste post-hoc de Newman-Keuls demonstrou que os
animais do grupo NaDMDC apresentaram uma reducéo
significativa (P<0,05) da distancia total percorrida em comparacao
ao grupo Controle. No entanto, os animais do grupo NaDMDC + L-
DOPA apresentaram um aumento significativo (P<0,05) na
locomocao em relagdo ao grupo NaDMDC, demonstrando que o
tratamento com L-DOPA foi capaz de atenuar este prejuizo
locomotor induzido pelo ditiocarbamato. Ainda, os animais que
receberam somente L-DOPA também apresentaram uma reducéo
significativa em relacdo ao Controle (Fig. 22 A).

No parametro nimero de entradas no centro (Fig. 22 B) e
tempo de permanéncia no centro (Fig. 22 C), também nao foram
observados efeitos significativos dos fatores NaDMDC/Controle
[F(3,21)=0,006, P>0,05, e F(3,21)=0,38, P>0,05, respectivamente]
e L-DOPA-Benserazida/Controle [F(3,21)=1,34, P>0,05, e
F(3,21)=1,48, P>0,05, respectivamente]. Entretanto, foi observado
um efeito significativo do fator interagdo [F(3,21)=12,93, P<0,05, e
F(3,21)=7,46, P<0,05]. O teste post-hoc de Newman-Keuls
demonstrou uma reducéo significativa (P<0,05) destes parametros
no grupo L-DOPA em comparacao ao grupo Controle (Fig. 22 B).

Os resultados obtidos no ENS nos dias 2 (Fig. 22 D) e 6 (Fig.
22 E), ap6s a Ultima administracdo de NaDMDC, néao
apresentaram efeitos significativos dos fatores NaDMDC/Controle
[dia 2: F(3,21)=2,67, P>0,05; dia 6: F(3,21)=2,03, P>0,05,] e L-
DOPA-benserazida/Controle [dia 2: F(3,21)=0,88, P>0,05, e dia 6:
F(3,21)=0,056, P>0,05]. No dia 2, ndo houve interacao significativa
entre os fatores pré-tratamento versus tratamento [F(3,21)=3,83,
P>0,05], observando-se um efeito significativo da interacédo entre
estes fatores no dia 6 [F(3,21)=8,3, P<0,05]. As multiplas
comparagdes realizadas através do teste de Mann-Whitney com
corre¢cdo de Bonferroni demonstraram que s6 houve diferenca
significativa (P<0,05) entre os grupos Controle e NaDMDC no
sexto dia, sendo que a administragéo do ditiocarbamato levou ao
aumento do ENS.
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A Figura 22 F apresenta os dados obtidos no teste do
rotarod. Nao foram observados efeitos significativos dos fatores
pré-tratamento (NaDMDC/Controle) [F(3,21)=2,17, P>0,05] e
tratamento (L-DOPA-benserazida/Controle) [F(3,21)=0,04,
P>0,05], observando-se novamente um efeito significativo para o
fator interacdo [F(3,21)=5,17, P<0,05]. O teste post-hoc de
Newman-Keuls demonstrou que houve uma reducédo significativa
no tempo de laténcia para a queda no grupo NaDMDC em
comparagao ao grupo Controle.

Os resultados dos efeitos da administracdo do agonista
dopaminérgico apomorfina sobre as alteragbes comportamentais
induzidas pelo NaDMDC estdo apresentados na Figura 23. A
ANOVA de duas vias demonstrou que nado houve efeito
significativo dos fatores NaDMDC/Controle [F(3,21)=2,37, P>0,05]
e Apomorfina/Controle [F(3,21)=0,37, P>0,05] sobre a locomoc¢ao
dos animais (Fig. 23 A), no entanto a interacdo destes fatores foi
significativa [F(3,21)=11,8, P<0,05]. A andlise post-hoc revelou
uma reducao significativa (P<0,05) na locomoc¢&o dos animais do
grupo NaDMDC, em comparac¢ao aos animais do grupo Controle.
O tratamento com apomorfina reverteu esse prejuizo, como
demonstrado pelo aumento significativo da distancia total
percorrida no grupo NaDMDC + Apomorfina, em comparacdo ao
grupo NaDMDC.

O numero de entradas no centro do aparato (Fig. 23 B)
também ndo foi alterado significativamente pelos fatores
NaDMDC/Controle [F(3,21)=0,41, P>0,05] e Apomorfina/Controle
[F(3,21)=0,23 P>0,05], mas sim pela interacdo entre estes
[F(3,21)=12,07, P<0,05]. O teste post-hoc de Newman-Keuls
demonstrou que tanto a administracdo de NaDMDC quanto de
apomorfina reduziram significativamente (P<0,05) este parametro
locomotor. Entretanto, os animais do grupo NaDMDC +
Apomorfina, ndo diferiram significativamente do grupo controle.



102

Figura 22 — Efeitos do tratamento com L-DOPA sobre os déficits motores
induzidos pela administragdo intranasal de NaDMDC em camundongos.
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Legenda: Os animais (n=6-7/grupo) foram tratados por 4 dias
consecutivos com 1mg/narina/dia de NaDMDC ou Controle (10
pL/narina). Apdés o Ultimo dia de administracdo os animais foram
submetidos aos testes de campo aberto (A-C, dia 4), escore neuroldgico
de severidade (ENS) (D, E, dias 2 e 6, respectivamente) e rotarod (F, dia
7). Os animais foram tratados com L-DOPA/benserazida (100 mg/kg/25
mg/kg, v.0.) 1 h antes de cada avaliagdo comportamental.
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Contiuacdo da legenda da Figura 22: Usou-se a ANOVA de duas vias,
seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls para os parametros
analisados no campo aberto e rotarod; os dados representam a média +
EPM. Para a analise do ENS os dados foram primeiramente submetidos
a ranking por alinhamento e posteriormente analisados por ANOVA de
duas vias, e as mlltiplas comparacdes foram realizadas pelo teste de
Mann-Whitney com correcdo de Bonferroni; os dados representam a
mediana + intervalo interquartil, minimo e maximo. * P < 0,05 comparado
ao grupo Controle. # P < 0,05 comparado ao grupo NaDMDC.

Da mesma forma, o tempo de permanéncia no centro (Fig.
23 C) néo foi alterado de maneira significativa pelos fatores pré-
tratamento (NaDMDC/Controle) [F(3,21)=1,86, P>0,05] e
tratamento  (Apomorfina/Controle) [F(3,21)=0,94, P>0,05].
Entretanto, foi observado um efeito significativo para o fator
interacdo [F(3,21)=16,87, P<0,05]. O teste post-hoc de Newman-
Keuls demonstrou que houve uma reducdo deste parametro no
grupo Apomorfina em relagdo ao grupo Controle (P<0,05). Ainda,
0 tratamento com apomorfina em animais que receberam
NaDMDC (grupo NaDMDC + Apomorfina) demonstrou aumentar
significativamente (P<0,05) o tempo que o0s animais
permaneceram no centro do aparato em comparagdo ao grupo
NaDMDC.

Com relagéo ao ENS realizado no dia 2 (Fig 23 D), a ANOVA
revelou efeito significativo do fator NaDMDC/Controle
[F(3,21)=8,59, P<0,05], mas nado do fator Apomorfina/Controle
[F(3,21)=0,27, P>0,05] ou da interagéo [F(3,21)=2,55, P>0,05]. A
analise de mudltiplas comparacdes revelou que nado houve
diferenca significativa do ENS entre os grupos. No ENS realizado
no dia 6 (Fig 23 E), foi observado um efeito significativo somente
para o fator NaDMDC/Controle [F(3,21)=7,48, P<0,05], enquanto
o fator Apomorfina/Controle [F(3,21)=0,41, P>0,05] e a interacdo
[F(3,21)=2,27, P>0,05] ndo foram significativos. Ainda, a
comparagcdo entre 0s grupos nado demonstrou diferenca
significativa (P>0,05).

No teste do rotarod (Fig. 23 F), a ANOVA de duas vias
indicou um efeito significativo para a interacdo entre os fatores
[F(3,21)=7,64, P<0,05], mas ndo dos fatores individualmente -
NaDMDC/Controle [F(3,21)=1,79, P>0,05] e Apomorfina/Controle
[F(3,21)=0,9, P>0,05]. Neste pardmetro, mais uma vez o0
tratamento com NaDMDC demonstrou provocar um déficit na
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coordenacdo motora, através da reducdo significativa (P<0,05) do
tempo de laténcia para queda do grupo NaDMDC em comparacao
ao grupo Controle. Além disso, o tratamento com apomorfina
demonstrou ser eficaz em reverter este déficit nos animais, como
demonstrado pela diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos
NaDMDC e NaDMDC + Apomorfina.
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Figura 23 — Efeitos do tratamento com apomorfina sobre os déficits
motores induzidos pela administracdo intranasal de NaDMDC em
camundongos.
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Legenda: Os animais (n=6-7/grupo) foram tratados por 4 dias
consecutivos com 1mg/narina/dia de NaDMDC ou Controle (10
pL/narina). Apés o Ultimo dia de administracdo os animais foram
submetidos aos testes de campo aberto (A-C, dia 4), escore neuroldgico
de severidade (ENS) (D, E, dias 2 e 6, respectivamente) e rotarod (F, dia
7). Os animais foram tratados com apomorfina (0,5 mg/kg, s.c.) 30 min
antes de cada avaliagdo comportamental.
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Continuagéo da legenda da Figura 23: Analise estatistica realizada por
ANOVA de duas vias, seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls para
0s parametros analisados no campo aberto e rotarod; os dados
representam a média + EPM. Para a analise do ENS os dados foram
primeiramente submetidos a ranking por alinhamento e posteriormente
analisados por ANOVA de duas vias, e as mlltiplas comparacdes foram
realizadas pelo teste de Mann-Whitney com corre¢do de Bonferroni; os
dados representam a mediana + intervalo interquartil, minimo e maximo.
* P < 0,05 comparado ao grupo Controle. # P < 0,05 comparado ao grupo
NaDMDC.

2.5.5 A administragéo intranasal de NaDMDC induz aumento
no estresse oxidativo e dano celular em estruturas
encefdlicas de camundongos

A Figura 24 apresenta os resultados da quantificacdo
relativa dos niveis de EROs no BO (Fig. 24, A e B) e estriado (Fig.
24, C e D), 2 e 24 horas ap06s a Ultima administracdo de NaDMDC.
No BO, houve um aumento significativo (P<0,05) nos niveis de
EROs, 2 h (Fig 24 A), mas ndo 24 horas ap6s a Uultima
administracdo de NaDMDC em comparag¢do ao grupo Controle.
Entretanto, a administracdo de NaDMDC provocou um aumento
significativo (P<0,05) nos niveis de EROs no estriado, 2 h e 24 h
apos a ultima administracdo de NaDMDC, em comparagédo aos
animais que receberam veiculo.

Os resultados da avaliacdo do dano celular, pela
incorporacdo de IP, estdo apresentados na Figura 25. A
administracdo de NaDMDC ndo alterou significativamente
(P>0,05) a incorporacgéao de IP no BO (Fig. 25, A e B) nos tempos
avaliados. Por outro lado, houve um aumento significativo
(P<0,05) na incorporacéao de IP no estriado no tempo de 2 h, mas
néo de 24 h.
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Figura 24 — Efeitos da administragdo intranasal de NaDMDC sobre os
niveis de espécies reativas de oxigénio no bulbo olfatério e estriado de
camundongos.
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Continuacgéo da legenda da Figura 24: Os dados foram normalizados pela
média do grupo Controle e estdo representados pela média + EPM; a
andlise estatistica foi realizada através do teste t de Student. * P < 0,05
comparados ao grupo Controle.

Figura 25 — Efeito da administracéo intranasal de NaDMDC sobre o dano
a membrana celular no bulbo olfatério e estriado de camundongos.
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Continuagéo da legenda da Figura 25: Ap6s 2 horas (A e C) e 24 horas
(B e D) decorridas da ultima administragdo, o bulbo olfatério (A e B) e 0
estriado (C e D) foram coletados para a andlise através da incubacgéo das
fatias dos tecidos com lodeto de Propidio (IP). Os dados foram
normalizados pela média do grupo Controle e estdo representados pela
média + EPM; a andlise estatistica foi realizada através do Teste t de
Student. * P < 0,05 comparados ao grupo Controle.
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2.6 DISCUSSAO

Embora a relacdo entre a exposicdo a pesticidas e o
aumento no risco do desenvolvimento da DP ja venha sendo
estudada desde a década de 1980, o envolvimento do ziram na
etiopatologia desta doenca é relativamente recente. Devido a este
fato, existem poucos estudos buscando esclarecer os
mecanismos pelos quais esta toxina ambiental atinge o SNC e
provoca efeitos téxicos que possam estar envolvidos com o
desenvolvimento da DP. Neste sentido, este trabalho € o primeiro
estudo a demonstrar a toxicidade do NaDMDC administrado pela
via i.n., uma via que esta intimamente relacionada com a
exposi¢cdo ambiental real a que os individuos sédo submetidos, seja
de forma ocupacional ou residencial, e que ja demonstrou ser uma
porta de entrada de diversas substancias para o SNC. A
administracdo i.n. de NaDMDC em camundongos levou a
hipotermia, déficits motores e prejuizos na fungédo neuroldgica.
Estes déficits comportamentais parecem estar relacionados a
danos nas vias dopaminérgicas, especialmente na via
nigroestriatal, os quais podem ser provocados pelo aumento da
producédo de EROs.

Inicialmente, demonstrou-se que a administracdo de
NaDMDC provocou uma reacdo de hipotermia 1 h apés a sua
administracdo nos animais, a qual apresentou-se reversivel,
desaparecendo na segunda hora. O aparecimento de hipotermia
apos a administracdo aguda de toxinas ja esta bem descrito na
literatura. Diferentes substancias tém a capacidade de evocar este
tipo de resposta, como metais (zinco, cadmio e chumbo),
solventes orgénicos (alcoois de cadeia curta, sulfolano) e
pesticidas (GORDON, 1991). Além disso, nosso grupo de
pesquisa ja demonstrou que a administracdo i.n. de MPTP
provocou uma hipotermia significativa que se iniciou 1 h e
permaneceu até a sexta hora apds a administracdo de MPTP
(AGUIAR, 2011).

A reducdo da temperatura corporal apds uma intoxicacao
aguda tem sido caracterizada como a reducdo da producéo
metabdlica de calor e da vasodilatacdo periférica. Os animais
podem apresentar um comportamento de busca a um ambiente
com menor temperatura, para potencializar a hipotermia. Este
mecanismo pode ser neuroprotetor, uma vez que ja foi
demonstrado que o aumento da temperatura corporal pode
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aumentar a sensibilidade a toxicidade de xenobidticos (DOULL,
1972; WEIHE, 1973). O papel protetor da hipotermia pode ocorrer
através da reducdo do metabolismo geral e, consequentemente,
da producao de sintomas da toxicidade, além da reducdo da taxa
de respiragdo, que, no caso de o individuo estar em contato com
alguma toxina inalavel, ir4 reduzir a sua captacdo (GORDON,
1991).

A hipotermia também tem sido relacionada com menores
danos oxidativos, e tem sido estudada para o tratamento de
traumatismo craniano, elevacdo da pressao intracraniana,
acidente vascular cerebral, hemorragia subaracnéidea, lesdo da
medula espinal, entre outros (GORDON, 1991). Sendo assim, a
reducdo da temperatura corporal ap6s a administracdo de
NaDMDC pode ter levado a diminuicdo dos efeitos toxicos deste
ditiocarbamato, o que pode ser um viés, tendo em vista que
espécies maiores, como 0 ser humano, podem nédo ter esta
mesma resposta neuroprotetora (KARNATOVSKAIA;
WARTENBERG ; FREEMAN, 2014).

Uma Unica administracdo de NaDMDC (1 mg/narina),
embora seja capaz de levar a uma hipotermia, nao foi suficiente
para provocar alteragdes nos comportamentos motores avaliados
neste estudo. Com o intuito de ndo elevar a dose diaria de
NaDMDC e levando em consideracéo a exposi¢éo crénica a que
sdo submetidos diariamente os individuos que tem contato com
este tipo de substancia, optou-se pelo aumento do nimero de
administracbes em dias consecutivos, em vez do aumento da
dose. Sendo assim, com duas administracbes em dias
consecutivos, o NaDMDC foi capaz de induzir um déficit
neuroldgico temporario, caracterizado pelo aumento do ENS no
dia 2, mas ndo no dia 6, além de um comportamento do tipo
ansiogénico no campo aberto, indicado pela menor exploragéo da
area central do aparato.

O ENS foi primeiramente descrito por Shohami e
colaboradores (1995), como um teste para a avaliacdo do estado
neurolégico geral de roedores em modelos animais de
traumatismo craniano e lesdo cerebral, utlizando tarefas
relacionadas a habilidades motoras, equilibrio e estado de alerta
do animal. Este teste primeiramente consistia em 25 diferentes
tarefas, posteriormente foi modificado por Beni-Adani e
colaboradores (2001), quando passou a ter somente 10 tarefas
diferentes. Beni-Adani e colaboradores (2001) demonstraram que
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existe uma correlacdo entre a gravidade do dano cerebral e o
aumento do ENS através de técnicas de ressonancia magnética e
histologia em camundongos. Este teste foi padronizado em nosso
laboratorio por Schwarzbold e colaboradores (2010), ainda na
avaliagdo de modelos animais de traumatismo craniano. No
entanto, estudos recentes do nosso laboratério vém
demonstrando que o ENS configura uma ferramenta util para
mensurar o estado neurolégico geral de animais em modelos
experimentais da DP (MATHEUS et al., 2012; OLIVEIRA et al.,
2017). Neste sentido, o aumento do ENS nos animais no segundo
dia, e o desaparecimento deste efeito até o sexto dia apds a Ultima
administracdo, indica que a intoxicacdo aguda pode gerar
alteracdes comportamentais reversiveis, possivelmente através
de modulagbes na neurotransmissdo, sem perdas neuronais
significativas, que implicariam em alteragbes comportamentais
duradouras.

O protocolo 2 de administracdo de NaDMDC induziu um
comportamento tipo ansiogénico nos animais, caracterizado pela
reducdo no tempo de permanéncia no centro do aparado do
campo aberto. O teste do campo aberto foi descrito para avaliacéo
da emocionalidade em roedores por Hall (1934), desde entédo este
teste tem se popularizado para a avaliagdo de diversos
parametros, como a atividade locomotora, a ansiedade e a
sedacgdo. Este teste tem se mostrado Util ndo somente para
avaliacdo de roedores, mas também de outras espécies, como
bois, porcos, cordeiros, coelhos, aves e primatas. Quando os
animais sao liberados para livre exploragéo do aparato, existe uma
preferéncia espontdanea pela exploracdo da periferia em
comparacdo ao centro do aparato, um comportamento chamado
de tigmotaxia. O aumento do tempo e da distancia percorrida na
periferia esta relacionado a maiores indices de ansiedade, e o
tratamento dos animais com drogas ansioliticas, como
benzodiazepinicos, promove um aumento no tempo e distancia
percorrida no centro do aparato. O aumento das respostas de
ansiedade no campo aberto pode ser desencadeado por dois
fatores: i) 0 isolamento social, ja que estes animais sédo separados
do restante do grupo no momento do teste; ii) e a agorafobia, tendo
em vista que o aparato geralmente € muito maior em relacdo a
caixa moradia em que este animal é mantido (PRUT; BELZUNG,
2003; BAILEY, 2009).
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A inducdo do comportamento tipo ansiogénico pela
administracéo i.n. do NaDMDC é de grande importancia para este
trabalho devido ao fato de que transtornos de ansiedade (como
ansiedade social e transtorno de péanico) sao muito frequentes em
individuos com a DP, provocando grande impacto na qualidade de
vida destes pacientes (PREDIGER et al., 2012b). O surgimento da
ansiedade ocorre antes do aparecimento dos sintomas motores da
DP e pode estar associado a degeneracdo da via dopaminérgica
mesolimbica, a qual envia projecdes para a amigdala, estrutura
chave no controle da ansiedade. Além disso, a neurodegeneracao
de outras estruturas envolvendo outros sistemas de
neurotransmissao, como o noradrenérgico e serotoninérgico
também estdo relacionadas com o surgimento da ansiedade na
DP (BRAAK et al., 1994; TESSITORE et al., 2002).

A administracdo de NaDMDC por 4 dias consecutivos
(protocolo 3), foi capaz de provocar um déficit motor significativo
nos animais. A avaliagdo no ENS demonstrou que, diferentemente
do que ocorreu com 2 administracbes, 0 prejuizo no estado
neuroldgico geral dos animais permaneceu significativo até o sexto
dia ap0s a ultima administragdo. Além disso, houve uma reducéo
na locomocdo avaliada no campo aberto. Esta alteracdo é
comumente observada em modelos animais da DP, sendo
relacionada com a reducdo da transmissdo dopaminérgica na via
nigroestriatal (DUTY; JENNER, 2011; BLESA; PRZEDBORSKI,
2014).

O protocolo 3 de administracdo de NaDMDC também
reduziu o tempo de laténcia para a queda dos animais no teste do
rotarod. Déficits no teste do rotarod sdo normalmente atribuidos a
prejuizos na coordenacdo motora e alteracdes cerebelares, no
entanto, outros fatores como resisténcia cardiopulmonar,
aprendizagem e déficits motores gerais podem levar a um prejuizo
neste tipo de avaliacdo (DUTY; JENNER, 2011). Assim como a
reducdo da locomocgao no campo aberto, a piora no desempenho
no teste do rotarod é frequentemente relatada em diversos
modelos animais da DP (DUTY; JENNER, 2011; BLESA,
PRZEDBORSKI, 2014). O efeito da administracdo i.n. de
NaDMDC neste parametro reforca a susceptibilidade das funcdes
motoras de camundongos a este ditiocarbamato.

A importancia da via i.n. na toxicidade do NaDMDC foi
investigada através da comparagdo com a administracéo
sistémica deste composto. Com o objetivo de observar os efeitos
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sistémicos da dose de NaDMDC utilizada por via nasal, realizamos
a administragédo de 50 mg/kg por via i.p., uma dose equivalente ou
superior aquela administrada pela via i.n. Os animais que
receberam o NaDMDC por via i.p. ndo apresentaram nenhuma
alteracdo comportamental nos parametros avaliados. O trabalho
de Chou e colaboradores (2008) utilizou esta mesma dose de
NaDMDC em camundongos C57/BL6, por via s.c., através de
bombas de infusdo continua (50 mg/kg/dia), durante 2 semanas.
Neste estudo, os autores descreveram um déficit motor no
parametro de rotacdo do pole test, o qual envolve forca e
coordenacdo motora, usado para a avaliagdo de bradicinesia. O
tempo mais prolongado de administracdo do NaDMDC e o uso de
linhagens diferentes de camundongos podem ser responsaveis,
ao menos em parte, por estes resultados discrepantes. A falta de
toxicidade do NaDMDC administrado por via sistémica em nosso
trabalho pode ser explicada pela dificuldade deste composto em
atravessar a BHE, e pela possibilidade de sofrer metabolizacdes
na periferia, o que podem reduzir a quantidade da toxina que de
fato atinge o SNC.

No sétimo dia apds a ultima administragdo de NaDMDC
(protocolo 3), houve um aumento no imunoconteudo da enzima TH
no estriado. Esta enzima realiza a etapa limitante na sintese de
dopamina, sendo responsavel pela rea¢do de hidroxilacdo da L-
tirosina em L-DOPA. A enzima TH pertence a uma familia de
hidroxilases que contém ferro, essa enzima é dependente de
biopterina, utilizando a tetrahidrobiopterina e O, para hidroxilar a
L-tirosina. Para a modulagdo da producdo de dopamina, a
atividade da TH pode ser modulada através da fosforilagdo de
diferentes residuos de serina (Ser8, Serl9, Ser3l e Ser40) (DI
GIOVANNI; PESSIA ; DI MAIO, 2012). Esta enzima é considerada
um marcador de neurdnios dopaminérgicos e modelos animas da
DP induzidos por toxinas geralmente promovem uma reducédo da
imunomarcacdo de TH. No entanto, alguns estudos tém
demonstrado que toxinas que produzem danos em neurdnios
dopaminérgicos podem induzir um aumento no imunocontetdo de
TH, possivelmente por um mecanismo de compensacao (BEZARD
et al., 2000; MORETTI et al., 2015; CUNHA et al., 2016).

Um mecanismo compensatério com aumento na expressao
de TH j& havia sido proposto por Zigmond e Stricker (1989). Este
mesmo grupo ja havia demonstrado que a administracdo
intracerebroventricular (i.c.v.) de 6-OHDA em ratos provoca 0
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aumento na atividade desta enzima no estriado (ZIGMOND et al.,
1984). Neste sentido, Blanchard e colaboradores (1995)
demonstraram que a administragdo de 6-OHDA leva a um
aumento na expressdo de RNAm de TH na SNpc, 6 meses apés
a leséo.

No estudo de Itano e colaboradores (1995), demonstrou-se
gue a administracdo de MPP*, provocou um aumento transitorio
nos niveis de RNA mensageiro (RNAm) de TH (de 6 h a 2 dias),
em células PC12, o que foi seguido por um decréscimo (4 a 7 dias)
e posterior morte celular. Estes resultados sugerem um efeito
bifasico desta toxina na inducdo do RNAm de TH (ITANO;
KITAMURA; NOMURA, 1995). Ainda, Bezard e colaboradores
(2000) demonstraram que a administragdo de MPTP (4 mg/kg/dia)
em camundongos OF1, induziu uma reducdo do numero de
células positivas para TH no estriado, mas o imunocontetdo desta
proteina nédo foi alterado, indicando o aumento da expressao de
TH, com a finalidade de compensar a reducdo na producédo de
dopamina pelos neurénios perdidos.

Moretti e colaboradores (2015) demonstraram que a
administracdo de MPP*, i.c.v., 1,8 pg/animal, levou ao aumento do
imunocontetdo de TH, o qual foi prevenido pelo pré-tratamento
com agmatina, uma molécula com propriedades neuroprotetoras
(MORETTI et al.,, 2015). De forma semelhante, Cunha e
colaboradores (2016), utilizando camundongos C57BL6,
demonstraram um aumento no imunocontetdo de TH no estriado
dos animais que receberam MPP* em duas diferentes doses (1.8
e 18 pg/animal), via i.c.v. Estes animais apresentaram déficits
motores (na maior dose) e ndo motores (ha menor dose) (CUNHA
et al., 2016).

O mecanismo comum entre as toxinas que induzem o
aumento da TH (expressdo de RNAm ou imunocontetdo) é o
aumento do estresse oxidativo. EROs e espécies reativas de
nitrogénio (ERNs) podem levar a oxidag&o do ferro ligado a TH,
convertendo o Fe?* em Fe®*, impedindo a acédo da enzima. Além
disso, a geracdo de peroxinitrito (ONOO") durante o processo de
estresse oxidativo também pode levar a inibicdo da TH. Esta
inibicdo da atividade da TH pode estar ligada a producao de
mecanismos compensatorios (DI GIOVANNI; PESSIA; DI MAIO,
2012). Desta forma, nosso resultado indicando que administragao
i.n. de NaDMDC provoca aumento do imunocontetido da enzima
TH, poderia estar relacionado com a atividade pr6 oxidante desta
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molécula. A avaliagcdo do imunoconteido de TH em diferentes
periodos apos a administracdo de NaDMDC é necessaria para a
melhor compreenséo deste fenédmeno.

Para a avaliar a possivel presenca de neuroinflamacéo na
toxicidade exercida pelo NaDMDC, realizou-se a dosagem dos
niveis de TNF-a no BO e no estriado dos animais ap6s o término
das avaliacbes comportamentais (dia 7). No entanto, ndo foram
encontradas alteracdes significativas nos niveis dessa citocina no
periodo e nas estruturas avaliadas. O TNF-a é uma citocina pro-
inflamatdria envolvida na resposta imune inata. No SNC esta
citocina atua na manutencdo da homeostase e em mecanismos
fisiopatologicos. Em condicbes patoldgicas, os astrécitos e,
principalmente, a microglia podem liberar grandes quantidades de
TNF-a, que é considerado um componente chave da resposta
neuroinflamatéria  (OLMOS; LLADO, 2014). Estudos
demonstraram que os niveis de TNF-a estdo aumentados em
doencas neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer, e que
esta citocina esta envolvida nos mecanismos patolégicos dessas
doencas (FRANKOLA et al., 2011). Modelos animais da DP
induzidos por toxinas, como MPTP, 6-OHDA, rotenona e paraquat,
tém relatado a presenca de uma resposta neuroinflamatéria
geralmente inicial, que parece estar ligada ao estresse celular
induzido pelas toxinas, e ndo por ativacdo direta de vias
inflamatdrias (CEBRIAN; LOIKE; SULZER, 2015). Neste sentido,
0s niveis inalterados de TNF-a, 7 dias apds o término da
administracdo de NaDMDC, podem ser devido a falta de estresse
celular suficiente para evocar uma resposta inflamatéria, ou
podem ter sido normalizados devido ao tempo decorrido da
administracdo. @ Para esclarecer o0 envolvimento da
neuroinflamac@o nos prejuizos comportamentais induzidos pela
administracao i.n. é necessario a avaliacao dos niveis de TNF-q,
bem como de outros marcadores inflamatérios como interleucinas,
oxido nitrico, astrogliose e microgliose em intervalos mais curtos
apos a administracdo i.n. do NaDMDC.

Como descrito anteriormente, o tratamento paliativo dos
sintomas motores observados na DP é realizado através da
utilizagcdo de farmacos que aumentam a neurotransmissao
dopaminérgica nos nucleos da base. Os resultados do presente
estudo indicam que a administracdo de L-DOPA provocou uma
recuperacdo no déficit locomotor induzido pela administracéo i.n.
de NaDMDC, caracterizado pela avaliacdo da distancia total
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percorrida no teste do campo aberto. A atividade antiparkinsoniana
da L-DOPA foi descrita ainda na década de 1960 e até os dias
atuais ela continua sendo o farmaco de primeira escolha para o
tratamento das altera¢cdes motoras da DP (CARLSSON, 1959b;
HORNYKIEWICZ, 2010).

A atenuacao do prejuizo locomotor induzido pelo NaDMDC
apos o tratamento com a L-DOPA reforca a hipotese de que este
ditiocarbamato cause uma disfuncdo dopaminérgica em animais,
relacionadas aquelas observadas em pacientes com a DP. Além
disso, diversos estudos em modelos animais tém demonstrado
gue o tratamento com a L-DOPA melhora os déficits motores
evocados pela perda de neurénios dopaminérgicos (para revisao
ver: DUTY; JENNER, 2011).

Neste sentido, a administracdo de apomorfina, além de
reverter os déficits locomotores, como a L-DOPA, também
reverteu 0s prejuizos apresentados no teste do rotarod. A
apomorfina € um agonista dos receptores dopaminérgicos, com
maior afinidade para os receptores D2, em relacdo aos receptores
D: (SCHWAB; AMADOR; LETTVIN, 1951; BRUNTON; LAZO;
PARKER, 2005). Este farmaco é comumente utilizado em modelos
animais da DP, com o objetivo de reverter déficits motores (DUTY;
JENNER, 2011). Neste sentido, o estudo de Lulla e colaboradores
(2016), demonstrou que administracdo de apomorfina atenuou o
déficit motor induzido pelo ziram em embribes de Zebrafish.

No presente estudo, as administracbes de L-DOPA e de
apomorfina em animais que haviam recebido previamente veiculo
por via i.n. reduziram a locomo¢&o dos animais no teste do campo
aberto. Esta acdo pode estar relacionada com uma possivel
atividade sedativa destas drogas, mediada por receptores
dopaminérgicos (DI CHIARA et al., 1976). O estudo de Andreu e
colaboradores (1999) relatou o aparecimento de sedacdo em
individuos saudaveis que fizeram uso de L-DOPA + benserazida.
Este estudo demonstrou que a sedacéo induzida pela L-DOPA em
individuos saudaveis sofre tolerdncia, e que quando estes
individuos sao tratados por periodos mais prolongados (11 dias) o
efeito sedativo tende a desaparecer. Da mesma forma, estudos
prévios tém demonstrado que a apomorfina pode provocar
hipolocomocdo e sedacdo em animais nas mesmas doses
capazes de reverter déficits locomotores em modelos animais da
DP (ANDREU et al.,, 1999). O mecanismo responsavel pela
inducdo da sedacédo, a qual acredita-se ser a responsavel pela
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hipolocomocdo dos animais, ainda ndo esta totalmente
compreendido, mas pode estar relacionado com a ativacdo de
receptores dopaminérgicos em neurdnios hipotalamicos, uma
estrutura crucial no controle do sono vigilia. Além disso, podem
ocorrer interagdes entre 0 sistema dopaminérgico e os sistemas
histaminérgico e noradrenérgico (ANDREU et al., 1999).

A disfuncdo na neurotransmissao dopaminérgica induzida
pela administracdo i.n. de NaDMDC pode ser originada por um
dano oxidativo inicial, produzido pelo ditiocarbamato. Nosso
estudo demonstrou pela primeira vez que a administragéo i.n. de
NaDMDC provocou um aumento nas EROs no BO e estriado, 2
horas ap6s a Ultima administracdo. O fendmeno de estresse
oxidativo é ocasionado pelo desequilibrio do estado redox da
célula, devido ao aumento da geracdo de EROs e/ou diminuicdo
do sistema antioxidante, e esta relacionado com a fisiopatologia
de diversas doencas, incluindo a DP (KIM et al., 2015). Com
relacdo a fisiopatologia da DP, fatores ambientais como
neurotoxinas, pesticidas, mutacdes genéticas e o proprio
metabolismo da dopamina podem contribuir para a geracdo do
estresse oxidativo, seja diretamente, ou através da inducdo de
disfungéo mitocondrial (BLESA et al., 2015).

Ainda, nossos resultados demonstraram que, 24 horas apos
o fim do tratamento com NaDMDC, os niveis de EROs
permaneceram significativamente elevados no estriado, mas néo
no BO dos animais, indicando maior susceptibilidade desta
estrutura a toxicidade exercida pelo ditiocarbamato. Essa
observacao vai de encontro aos estudos de Chou e colaboradores
(2008) e de Lulla e colaboradores (2016), que demonstram uma
toxicidade seletiva do ziram para neurénios dopaminérgicos. Além
disso, a vulnerabilidade das vias dopaminérgicas ao estresse
oxidativo esta relacionada as propriedades pro-oxidativas da
molécula de dopamina. A metabolizacédo da dopamina pela enzima
monoamina oxidase, ou sua auto-oxidagao, levam a geracao de
EROs. Este processo oxidativo pode alterar a respiracdo
mitocondrial e a permeabilidade da membrana mitocondrial,
induzindo processos de morte celular (para revisao ver: BLESA et
al., 2015).

Estudos iniciais in vitro com o ziram ndo demonstraram
propriedades pré-oxidativas (CREBELLI et al., 1992; WANG et al.,
2006). Porém, estudos posteriores demonstraram a capacidade
do ziram em aumentar a producdo de EROs e consequente dano
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oxidativo celular (DENNIS; VALENTINE, 2015; MUROI,
TANAMOTO, 2015; MATEI; TROMBETTA, 2016). Matei e
Trombetta (2016) demonstraram que a exposicdo in vitro de
astrocitos hipocampais de ratos ao ziram leva a um aumento nos
niveis de MDA, de proteinas do estresse (proteina do choque
térmico e heme oxigenasse |), de glutationa peroxidase (GPx) e de
glutationa oxidada (GSSG).

No presente estudo, a administracdo i.n. de NaDMDC
provocou um aumento naincorporacao de IP em fatias do estriado,
2 horas, mas ndo 24 horas ap6s a Ultima administracdo. Este
resultado indica o dano a membrana celular que geralmente esta
associado a processos de morte celular. A desestabilizacdo da
membrana plasmética pode ocorrer devido a oxidagdo de seus
lipidios, permitindo a entrada de IP. Outras neurotoxinas como o
MPTP, a 6-OHDA e a rotenona, também tém demonstrado
provocar um aumento na incorporagdo de IP em diferentes
modelos (MOLDZIO et al, 2008; PUTTONEN et al.,, 2008;
HAJIEVA et al., 2009; SU et al., 2015).

2.7 CONCLUSOES

Os dados apresentados neste capitulo demonstram que a
administra¢é@o i.n. repetida de NaDMDC, durante 4 dias, pode
induzir déficits motores e comprometimento neurolégico em
camundongos, 0s quais podem estar associados com alteragcfes
na neurotransmissao dopaminérgica. Estas altera¢cdes podem
estar relacionadas com danos neuronais induzidos pelo aumento
da producdo de EROs. Desta forma, reforcamos a relacdo da
toxicidade dos produtos a base de DMDC, como o NaDMDC,
ziram e tiram, amplamente utilizados na industria e agricultura,
com a etiopatologia da DP. Ainda, evidenciamos o0 importante
papel da vetorizacéo olfatéria nos danos provocados por toxinas
ambientais ao SNC.
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3 CAPITULO 3: EFEITOS DO TRATAMENTO COM
MELATONINA SOBRE AS ALTERACOES
COMPORTAMENTAIS E NEUROQUIMICAS INDUZIDAS PELA
ADMINISTRACAO INTRANASAL DE NADMDC

3.1 INTRODUCAO
3.1.1 Melatonina

A melatonina  (N-acetil-5-metoxitriptamina) € uma
indolamina, sintetizada por diferentes tecidos, principalmente pela
glandula pineal, em mamiferos. Esta molécula tem sido
considerada o horménio da escuriddo, pois a sua producao pela
glandula pineal apresenta um ciclo circadiano, com baixa
producdo durante o dia e altas produgcbes durante a noite
(REITER; TAN; GALANO, 2014; ERREN; REITER, 2015).

A melatonina foi isolada em 1958 pelo dermatologista Aaron
B. Lerner a partir do po liofilizado de glandula pineal bovina
(LERNER et al., 1958). Seu nome originou-se da sua capacidade
de promover a descoloracdo da pele de girinos, sapos e peixes.
Posteriormente, em 1963, Wurtman e colaboradores
demonstraram que a melatonina é amplamente distribuida em
diferentes 6rgdos de ratos e gatos, sendo encontrada em ovarios,
olhos e outros 6rgédos periféricos, inervados pelo sistema nervoso
autbnomo (WURTMAN; AXELROD; CHU, 1963).

A variacdo nos niveis de melatonina durante o ciclo
circadiano foi demonstrada por Axelrod e colaboradores (1965).
Neste mesmo estudo, foi proposta uma via neural ligando a retina
com a glandula pineal, com a participacdo de fibras pos-
ganglionares simpaticas, originadas do ganglio cervical superior
(AXELROD; WURTMAN; SNYDER, 1965).

Atualmente, sabe-se que além da glandula pineal, células
de diferentes tecidos podem produzir melatonina em mamiferos,
como células da retina (ACUNA-CASTROVIEJO et al., 2014),
macréfagos (MARTINS et al., 2004), mastdcitos, linfécitos
(CARRILLO-VICO et al., 2013), células da medula 6ssea (CONTI
et al., 2000), astrdcitos (STEFULJ et al., 2001), células tipo-
enterocromafins (BUBENIK, 2008), oécitos (SAKAGUCHI et al.,
2013), trofoblastos placentarios (LANOIX et al., 2008) e fagocitos
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do colostro (PONTES et al., 2007). A sua sintese é realizada pela
acetilagdo da serotonina, e posterior metilagdo da N-
acetilserotonina (SIMONNEAUX; RIBELAYGA, 2003). As enzimas
aril-alquil-N-acetiltransferase  (AANAT) e acetilserotonina-O-
metiltransferase (ASMT), também conhecida como hidroxil-indol-
O-metiltransferase (HIOMT), que participam da sintese da
melatonina, séo altamente conservadas, sendo detectadas em
organismos unicelulares, plantas e animais (CAZAMEA-CATALAN
et al., 2014; PARK et al., 2014; SCHIPPERS; NICHOLS, 2014).

A converséo de serotonina a N-acetilserotonina pela AANAT
€ a etapa chave para a regulacdo da producdo de melatonina
pelos pinealdcitos e o consequente ritmo circadiano deste
neurohormdnio. Devido ao fato de que a melatonina é produzida
principalmente a noite, em animais diurnos e noturnos, a regulacéo
da producédo de melatonina é feita de maneira diferente, de acordo
com esta classificacdo. Em animais diurnos, somente a atividade
da enzima AANAT esta sob controle da luz, enquanto em animais
noturnos a transcri¢cdo e traducdo da AANAT sé&o induzidas pela
escuriddo (SIMONNEAUX ; RIBELAYGA, 2003; TERRIFF et al.,
2005). Considerando o inicio da escuriddo, o surgimento da
melatonina no plasma ocorre mais rdpido em animais diurnos, em
comparacdo a animais noturnos. Neste sentido, estudos
demonstraram que em humanos é possivel detectar melatonina 1
hora apds o inicio da escuriddo, enquanto sdo necessarias ao
menos 3 horas para ocorréncia do mesmo fenébmeno em roedores
de habitos noturnos (FERNANDES et al., 2009; DE OLIVEIRA
TATSCH-DIAS et al., 2013).

A pineal é uma glandula enddcrina de origem epitelial, assim
como o SNC, formada por pinealdcitos (neurdnios modificados),
astrocitos e microglia (SIMONNEAUX ; RIBELAYGA, 2003). Fibras
nervosas simpaticas, originadas no ganglio cervical superior, e
nao-simpaticas, originadas nos ganglios esfenopalatino e 6ptico,
inervam essa glandula. A ativacdo simpatica pelo estimulo da
escuridao é chave para a inducdo da producéo de melatonina pela
glandula pineal (SCHOMERUS; KORF, 1999; MOLLER; BAERES,
2002).

A escuriddo é transmitida ao nudcleo supraquiasmatico
hipotalamico pelo trato retinohipotalamico, ativando uma via
polissinaptica, a qual leva a liberagdo de noradrenalina e ATP
pelos terminais nervosos simpaticos que chegam até a glandula
pineal. O estimulo de receptores B-adrenérgicos na glandula
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pineal, por sua vez, leva ao aumento de AMP ciclico, o qual leva a
ativacdo do fator de transcricdo proteina de ligacdo ao elemento
de resposta ao AMP ciclico (CREB, do Inglés: cAMP responsive
element-binding) e da PKA, os quais induzem a transcricdo do
gene Aanat e a fosforilagcdo da enzima AANAT (Fig. 26). A enzima
AANAT possui uma vida util muito curta, sendo ubiquitinada e
degradada pelo sistema proteossoma logo apés ser sintetizada, o
gue mantém niveis baixos de melatonina durante o dia, mesmo
com a sintese constitutiva da enzima (SIMONNEAUX;
RIBELAYGA, 2003; TERRIFF et al., 2005).

O papel da inervagdo parassimpética da glandula pineal
ainda ndo esta totalmente esclarecido. Em ratos, os receptores
muscarinicos na glandula pineal estédo presentes somente na fase
do desenvolvimento (SCHOMERUS; KORF, 1999). Em ratos
adultos, somente receptores nicotinicos de acetilcolina estéo
presentes, levando a entrada de ions calcio e a liberacdo de
glutamato. O glutamato, por sua vez inibe a sintese de melatonina
induzida pela noradrenalina (VILLELA et al., 2013). Mais
recentemente, a participacdo da transmissdo GABAérgica na
sintese de melatonina tem sido descrita. Além disso, a glandula
pineal é capaz de se comunicar com o encéfalo e com a periferia
através de substancias liberadas no LCR e na circulacdo
sanguinea, tais como citocinas inflamatérias e horménios
(MOLLER; BAERES, 2002; YU et al., 2016).

A producdo da melatonina pela glandula pineal também
pode ser regulada pelo comprimento do fotoperiodo. A enzima
ASMT pode ser a responsavel por esta regulacdo. Em hamsters
siberianos, a atividade da ASMT parece ser duas vezes maior
durante fotoperiodos curtos em comparacdo a fotoperiodos
longos, e o pico de liberacdo de melatonina parece seguir 0
mesmo perfil. A ASMT é o passo limitante da sintese de
melatonina. Portanto, enquanto a regulacdo da enzima AANAT é
a responsével pelo ciclo circadiano da melatonina, a enzima ASMT
parece ser responsavel pela variagdo da amplitude da producéo
de melatonina provocada pela diferenca do fotoperiodo ao longo
das estacbes do ano (RIBELAYGA; PEVET; SIMONNEAUX,
2000; LIU; BORJIGIN, 2005).

Os efeitos da melatonina nos diversos tecidos do organismo
sdo mediados pelaligacdo a GPCRs de alta afinidade, MT1 e MT2,
por receptores nucleares e por sua habilidade de doar elétrons,
atuando como uma molécula antioxidante (JOCKERS et al., 2016).
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Apesar da capacidade antioxidante intrinseca da molécula de
melatonina, os efeitos antioxidantes também podem ser mediados
pela ativacao dos receptores MT1/MT2 e consequente inducdo da
expressdo e atividade de enzimas envolvidas na remoc¢édo de
EROs e ERNs, uma acdo que requer quantidades pequenas do
hormdnio (CARRILLO-VICO et al., 2013).

Os receptores de melatonina também podem formar
homodimeros e heterodimeros, o que torna a farmacologia deste
hormdnio mais complexa. Os receptores MT2 podem dimerizar
com receptores 5HTc de serotonina em células renais
embrionarias e células corticais (KAMAL et al.,, 2015). Os
receptores de melatonina também podem formar dimeros com os
GPCR50, os quais tém certa similaridade com os receptores de
melatonina, mas nao se ligam diretamente ao neurohorménio. A
formacdo do complexo MT1/GPCR50 inibe a funcéo do receptor
MT1, mas 0 mesmo ndo acontece com o receptor MT2, quando da
formacdo do dimero MT2/GPCR50 (LEVOYE et al, 2006;
DUFOURNY et al., 2008).

Devido a diversidade de mecanismos de acdo exercidos
pela melatonina em mamiferos, diferentes agcdes desta molécula
ja foram descritas, como antinociceptiva, antidepressiva,
antitumoral e neuroprotetora (para revisdo ver: ANDERSEN et al.,
2016). A atividade neutroprotetora seré descrita em mais detalhes
na proxima secao.
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Figura 26 — Representacdo simplificada da sintese de melatonina em
pinealécitos.

Vaso sanguineo

Triptofano
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e Qi Tt d o
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Legenda: A melatonina é sintetizada a partir do triptofano presente na
circulagdo sanguinea, o qual é convertido a 5-hidroxitriptofano e,
posteriormente, em serotonina, pela acdo das enzimas triptofano 5-
hidroxilase e L-triptofano descarboxilase, respectivamente. A serotonina
€ convertida em N-acetilserotonina pela enzima aril-alquil-N-
acetiltransferase (AANAT). A expresséo e a atividade desta enzima sao
reguladas pela inervagdo noradrenérgica advinda principalmente do
ganglio cervical superior, em resposta a alteragfes no fotoperiodo
captadas pela retina e transmitidas pelo trato retino-hipotalamico.
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Continuagcédo da legenda da Figura 26: A ativacdo dos receptores -
adrenérgicos provoca o aumento de AMP ciclico, o qual leva a ativacéo
da proteina quinase A (PKA) e do fator de transcri¢do proteina de ligacédo
ao elemento de resposta ao AMP ciclico (CREB), induzindo a transcri¢éao
do gene Aanat. A N-acetilserotonina é convertida em melatonina pela
enzima acetilserotonina-O-metiltransferase (ASMT) e posteriormente
difundida para os tecidos centrais e periféricos através da circulacéo
sanguinea, gerando efeitos biolégicos, em parte mediados pelos
receptores de membrana MT1 e MT2. NA, noradrenalina.

Fonte: Adaptado de Reiter et al. (2014).

3.1.2 Atividade neuroprotetora da melatonina

Mecanismos de neuroprotecado preservam a estrutura e a
funcdo neuronal contra danos agudos ou crénicos ao SNC.
Alteracbes abruptas na irrigacdo sanguinea por trauma ou
isquemia, ou a presenca de neurotoxinas, demandam reacfes
imediatas das células do sistema nervoso. Efeitos deletérios
iniciados por moléculas enddgenas ou processos disfuncionais,
sdo as bases das doencas neurodegenerativas e dos tumores
cerebrais. Além disso, alteracfes inflamatérias, formacdo de
EROs e ERNSs, disfun¢édo mitocondrial, excitotoxicidade, apoptose
e agregacdo de proteinas sdo processos comumente encontrados
nesses casos e relacionados a danos neuronais (JEONG; PARK,
2015; LIU et al., 2017).

O efeito neuroprotetor da melatonina ja foi demonstrado em
nivel molecular, celular e tecidual, em modelos animais e ensaios
clinicos, relacionados a diversas doencas que atingem o SNC.
Neste sentido, a reducdo de mediadores inflamatérios, da
apoptose e do desbalanco do estado redox estéo envolvidos nos
mecanismos da atividade neuroprotetora da melatonina (LAHIRI,
1999; SCHAPIRA; OLANOW, 2004; DRAGICEVIC et al., 2011).

Vérios estudos demonstraram a atividade antioxidante da
melatonina, seja diretamente neutralizando espécies reativas, ou
através das acOes medidas pelos receptores. A melatonina e os
metabdlitos N1-acetil-5-metoxiquinuramina (AMK) e N1-acetil-N2-
formil-5-metoxiquinuramina (AFMK) sdo doadores de elétrons e
neutralizam radicais hidroxil, peréxido de hidrogénio e oxigénio
singlet de uma maneira estequiométrica. A ativacao de receptores
melatoninérgicos MT1 e MT2 exercem efeito neuroprotetor,
principalmente pelo controle da expressdo de enzimas
antioxidantes, como: glutationa peroxidase, glutationa redutase e
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superoxido dismutase (CHOI et al., 2011; O'NEAL-MOFFITT et al.,
2015; REITER et al., 2016).

Disfungbes no sistema melatoninérgico em diversas
doencas neurodegenerativas reforcam o envolvimento do sistema
melatoninérgicos nestas patologias. Neste sentido, individuos com
a doenca de Huntington apresentam um atraso na producao
noturna de melatonina (AZIZ et al., 2009). As recaidas clinicas
apresentadas por pacientes com esclerose multipla séo
correlacionadas negativamente com os niveis de melatonina
(FAREZ et al., 2015). Ainda, o pico noturno de producédo de
melatonina parece desaparecer em pacientes com a doenca de
Alzheimer e acidente vascular cerebral (UCHIDA et al.,, 1996;
ZHOU et al., 2003; RITZENTHALER et al., 2009).

A DP é uma excecao com relagdo aos niveis de melatonina,
pois os dados disponiveis na literatura sao bastante controversos.
Os resultados da literatura variam entre sem alteragcdo, pequena
mudanca de fase, ou reducao na producéo de melatonina (FERTL
etal., 1991; 1993; BORDET et al., 2003; VIDENOVIC et al., 2014).
Videnovic e colaboradores (2014) demonstraram uma reducéo
nos niveis circadianos de melatonina em pacientes com a DP, no
entanto essa reducdo era ainda maior em pacientes com
sonoléncia diurna excessiva, um distlrbio do sono. Além disso,
trabalhadores noturnos apresentam risco diminuido de
desenvolver DP, enquanto que sono prolongado durante o dia foi
relacionado com aumento no risco de desenvolver DP (CHEN et
al., 2006; GAO et al., 2011).

Além da alterac8@o nos niveis de producdo de melatonina,
em algumas doencas neurodegenerativas sdo também
observadas alteragbes na expressdo de receptores
melatoninérgicos. Em pacientes com a DP, a expressao de MT1 e
MT2 esta reduzida na amigdala e SNpc (ADI et al., 2010). Estudos
prévios demonstraram que pacientes com a doenca de Alzheimer
apresentam uma expressao reduzida de MT1 e MT2 no cértex e
na glandula pineal, reducdo de MT1 no nlcleo supraquiasmatico
e uma modulag&do no hipocampo, caracterizada pelo aumento de
MT1 e diminuicdo de MT2 (SAVASKAN et al., 2005; BRUNNER et
al., 2006; WU et al., 2007). Além disso, a proteina 3-amiloide pode
se ligar aos receptores melatoninérgicos, impedindo a acdo da
melatonina por estas vias na célula (CECON et al., 2015).
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3.1.3 Evidéncias experimentais da atividade neuroprotetora
da melatonina na doenca de Parkinson

As alteracdes na producdo de melatonina e expressao dos
seus receptores na DP, assim como o potencial antioxidante
atribuido a esta molécula, levaram ao interesse pelo possivel
papel neuroprotetor da melatonina na DP. Neste sentido, sabe-se
gue o SNC é altamente vulneradvel aos efeitos de EROs,
principalmente devido ao alto consumo de oxigénio neste tecido
(KIM et al., 2015).

Diversas toxinas tém sido usadas para mimetizar as
caracteristicas neuroquimicas e comportamentais da DP em
animais, com o intuito de aumentar o conhecimento sobre a
patogénese e os mecanismos moleculares desta doenca. Os
modelos baseados na administracao de neurotoxinas também séo
Uteis para o teste de novos tratamentos, incluindo novos agentes
com potencial neuroprotetor (JACKSON-LEWIS; BLESA,;
PRZEDBORSKI, 2012). Neste contexto, a administracdo de
melatonina exdégena tem apresentado um efeito neuroprotetor
promissor em modelos animais da DP, induzidos por diferentes
toxinas, como: 6-OHDA, MPTP, rotenona, paraguat e maneb (JIN
et al., 1998; KIM et al., 1998; SINGHAL et al., 2011; BASSANI et
al., 2014). O Quadro 2 sumariza alguns estudos que avaliaram o
efeito da melatonina em modelos experimentais da DP. A Figura
27 resume o0s principais mecanismos de toxicidade das
neurotoxinas utilizadas para modelar a DP experimentalmente e
as principais a¢6es da melatonina que justificam sua atividade
neuroprotetora.
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Figura 27 - Sumério dos mecanismos moleculares associados ao efeito
neuroprotetor da melatonina em modelos experimentais in vivo e in vitro
da doenga de Parkinson.

Maneb| |Paraquat |Rotenona [6-OHDA|

Omi/HtrA2

|
@ — @S

Legenda: O principal mecanismo molecular das neurotoxinas utilizadas
para modelar a doenca de Parkinson esta relacionado com a capacidade
destas toxinas de inibir a atividade dos complexos da cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial. A inibicdo destes complexos leva
ao aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e,
consequentemente, a disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo,
ativacdo de vias apoptoticas, culminando na morte neuronal. A
melatonina exerce seu efeito neuroprotetor através de diferentes
mecanismos: protecdo da atividade do complexo | mitocondrial,
neutralizagéo das EROs, aumento das defesas antioxidantes celulares,
reducdo da neuroinflamacéo, inibicdo da cascata das caspases e da
apoptose celular. A melatonina também é capaz de proteger contra a
inducdo da expressdo de Bax e de Cdk5/p35, e contra a inibicdo da
expresséo de Bcl-2 e Parkin/PINK1, induzidas por toxinas em modelos da
Doenca de Parkinson. 6-OHDA, 6-hidroxidopamina; Bcl2, célula B de
linfoma 2; Bak, Bcl2 antagonista/killer; Bax, proteina X associada a Bcl2;
Cdk5, cinase dependente de ciclina 5; Cyt C, citocromo C; IAPs, proteinas
inibidoras de apoptose; MPP*, 1-metil-4-fenilpiridina; Omi/HtrA2, HtrA
serina peptidase 2.

Fonte: Mack et al. (2016).
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Quadro 2 — Sumario de estudos demonstrando o efeito neuroprotetor da melatonina em modelos experimentais da
doenca de Parkinson.

incubacdo com 25, 50 e 100 uM
de 6-OHDA.

necroéticas induzidas pela 6-OHDA.

Toxina Animais Abordagem Experimental Principais Achados Referéncia
6-OHDA Ratos Injecdo unilateral de 6-OHDA (8 O tratamento com melatonina BURTON; DAYA,
Wistar Mg) na SNpc direita. Tratamento inibiu 0 comportamento rotacional POTGIETER
machos com melatonina (1 e 10 mg/kg, induzido pela apomorfina. (1991)
i.p.) antes da administracdo de
apomorfina.
Células Pré-incubacdo (3 h) com A melatonina preveniu a reducao MAYO et al.
PC12 melatonina (107 e 10° M). da viabilidade celular e a apoptose (1998)
Incubag¢édo com 6-OHDA (25, 50, induzida pela 6-OHDA. O
100 e 250 pM). tratamento com melatonina
também preveniu a reducdo de
RNAmM de enzimas antioxidantes,
induzida pela 6-OHDA.
Ratos Injecdo unilateral de 6-OHDA (20 O tratamento com melatonina JOO et al. (1998)
Sprague- pg/5 pL) no estriado direito. A reverteu as altera¢des induzidas
Dawley melatonina (3 e 10 mg/kg, i.p.) foi  pela 6-OHDA nos niveis estriatais
machos administrada 1 h antes, de MDA e DA, e na atividade da
imediatamente apds, 1 he 2 h TH.
ap6és a injecdo de 6-OHDA.
Posteriormente, 0s animais
receberam administracbes
diarias de melatonina por 3 dias.
Células Pré-incubagcdo (3 h) com A melatonina protegeu as células MAYO et al.
PC12 melatonina 107 M. Posterior da apoptose e das lesdes (1999)
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6-OHDA

Ratos
Sprague-
Dawley
machos

Ratos
Wistar
machos

Células SK-
N-SH

Ratos
Sprague—
Dawley
machos

Injecdo unilateral de 6-OHDA (8
pMg/2 pL) na SNpc direita. O
tratamento com melatonina (50 +
7,5 pg/h, s.c.) foi iniciado
imediatamente apos a injecdo de
6-OHDA e foi mantida por 7 dias.
Injecdo unilateral de 6-OHDA no
estriado direito (duas inje¢des de
12 pg em 2 pL de salina). Pos-
tratamento (1 h) com melatonina
(2, 5, 10 e 25 mg/kg, i.p.)
diariamente, por 7 dias.

Pré-incubacdo (1 h) com
melatonina (0,1, 0,5, 1,0 e 2,0
mM). Incubagdo com 6-OHDA
(200 pM) por 24 h.

Injecao unilateral de 6-OHDA
(8,75 pg) no estriado. Apés a
les&o os animais receberam a
melatonina (0,4 ou 4 pg/mL)
na agua de beber por 10
semanas.

O tratamento com melatonina
preveniu 0 comportamento
rotacional induzido pela
apomorfina e a inibicdo da
atividade do complexo |, induzida
pela 6-OHDA.

O tratamento com melatonina
preveniu a deplecao dos niveis de
DA e serotonina no estriado,
induzida pela 6-OHDA. A
melatonina inibiu 0 comportamento
rotacional induzido pela
apomorfina.

A melatonina protegeu as células
da reducéo de viabilidade induzida
pela 6-OHDA e aumentou a
atividade da cascata de sinalizacao
c-Jun-N cinase terminal.

O tratamento com melatonina,
4 pg/mL, reverteu os déficits
motores e normalizou o
imunoconteddo de TH e os
niveis de RNAm de GDNF.

DABBENI-SALA
et al. (2001)

AGUIAR et al.

(2002)

CHETSAWANG;
GOVITRAPONG;
EBADI (2004)

SHARMA et al.

(2006)
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Quadro 2 — Continuagéo.

6-OHDA

Ratos
Sprague-
Dawley
fémeas

Ratos
Wistar
machos

Ratos
Wistar
machos

Pré-treatmento com melatonina
(0,5 mg/kg, i.p.) por 7 dias. No
dia 8 os animais receberam uma
injecdo unilateral de 6-OHDA (8
Hg) no estriado lateral.

Injec&o unilateral de 6-OHDA (8
pHg) no feixe prosencefalico
medial direito. O tratamento com
melatonina (10 mg/kg, v.0.) foi
iniciado 4 dias apo6s a injecéo de
6-OHDA e continuou durante 30
dias.

Injecdo unilateral de 6-OHDA
(12 pg) no feixe prosencefalico
medial direito. A melatonina (10
mg/kg/dia, i.p.) foi administrada
por 23 dias antes e 7 dias apds,
ou somente 7 dias apos a
injecdo de 6-OHDA.

O tratamento om melatonina preveniu
os déficits motores (observados nas
rotacdes induzidas pela apomorfina,
teste da escadaria, tempo para se
libertar, teste da pisada, e equilibrio
postural) induzidos pela 6-OHDA.

O tratamento com melatonina
melhorou a performance motora, sem
provocar discinesias. A melatonina
também protegeu 0s neurdnios
positivos para TH e a ultraestrutura
neuronal do estriado.

O tratamento com melatonina reduziu
a atividade da COX e caspase-3, e 0s
niveis de PGE2, além de aumentar os
niveis de Bcl-2, que haviam sido
alterados pela injecdo de 6-OHDA. A
melatonina também preveniu a perda
de neurbnios dopaminérgicos na
SNpc.

SINGH et al.
(2006)

GUTIERREZ-
VALDEZ et al.
(2012)

YILDIRIM et al
(2014)
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tratamento agudo ou crénico.

6-OHDA Ratos Injecdo unilateral de 6-OHDA A melatonina reduziu os déficits KIM et al.
Sprague- (20 pg/5 uL) no estriado direito. motores e protegeu contra a perda de (1998)
Dawley A melatonina (3 e 10 mg/kg, i.p.) neurdnios dopaminérgicos na SNpc e
machos foi administrada 1 h antes, estriado dorsolateral, induzida pela 6-

imediatamente apés, 1 h e 2 h  OHDA.
apo6s a injecdo de 6-OHDA.
Posteriormente, 0s animais
receberam administracdes
diarias de melatonina por 3 dias.
Ratos Injecdo unilateral de 6-OHDA O tratamento com melatonina  OZSQY et al.
Wistar (12 pg) no feixe prosencefalico preveniu a perda de neurdnios (2015)
machos medial direito. A melatonina (10 dopaminérgicos, induzida pela 6-
mg/kg/dia, i.p.) foi administrada OHDA, aumentou a atividade de
por 23 dias antes e 7 dias apds, enzimas antioxidantes (SOD, catalase
ou somente 7 dias apds a e GPx), além de reduzir a peroxidagéo
injecdo de 6-OHDA. lipidica. O pré-tratamento com
melatonina foi mais efetivo em
combater os déficits induzidos pela 6-
OHDA.

MPP* Ratos Pré-treatmento (30 min) com O tratamento com melatonina reduziu JIN et al.
Sprague- melatonina (10 mg/kg, i.p.). a peroxidacdo lipidica e protegeu (1998)
Dawley Injecéo unilateral de MPP* (7,4 contra a perda de neurbnios
machos e pg) na SNpc direita. Os animais dopaminérgicos, induzida pelo MPP*.
fémeas foram submetidos a um pos-
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Quadro 2 — Continuagéo.

MPP*

Mitocondrias
hepaticas e
sinaptossomas
estriatais
Ratos
machos

Wistar

Células SH-SY5Y

Células
granulares do
cerebelo

Células SK-N-SH

Pré-incubacéo com
melatonina (10¢ a 102 M).
Incubagdo com MPP* (10 a
103 M).

Injecdo unilateral de MPP*
(0,1 umol) no estriado direito.
A melatonina (10 mg/kg, i.p.)
foi administrada 1 h antes e 1,
3, e 5 h depois da
administracdo de MPP*,
Pré-incubagdo (4 h) com
melatonina (200 pM).
Incubagédo (72 h) com MPP*
(2 mM).

Co-incubagcdo com MPP*
(200 pM) e melatonina (1
mM).

Pré-incubacdo (1 h) com
melatonina 1 mM).
Incubagdo com MPP* (0,1
mM).

A melatonina preveniu a inibi¢cdo do
complexo I, induzida pelo MPP*.

O tratamento com melatonina
reduziu a toxicidade do MPP* a
neurdnios dopaminérgicos e
normalizou os niveis de GSH.

A melatonina reduziu o dano
oxidativo ao DNA mitocondrial,
acumulacdo de EROs, geracgdo de
colapso do potencial de membrana
mitocondrial e morte celular.

A melatonina protegeu a viabilidade
celular e preveniu a apoptose. O
tratamento com melatonina também
reduziu a expressdo de cdk5 e a
clivagem de cdk5-35 a cdk5-25
induzida pelo MPP*.

A melatonina preveniu a
fosforilag&o de c-Jun, a ativacéo de
caspase-3, fator de fragmentacdo
do DNA 45 e fragmentacdo do DNA,
induzida pelo MPP*.

ABSI et al.
(2000)

CHEN et al.
(2002)

CHEN et al.
(2005)

ALVIRA et al.
(2006)

CHETSAWANG;

GOVITRAPONG;

CHETSAWANG
(2007)
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MPP* Ratos Wistar Injecdo de 1 pL de 50 mM A melatonina protegeu os neurénios HUANG; HONG;
MPP* no estriado direito. A dopaminérgicos da  apoptose CHUANG (2009)
melatonina (10 mg/mL, i.p.) induzida pelo MPP*. A melatonina
foi administrada 0, 1, 2, 3, 4, recuperou os niveis de RNAm e a
24,48, e 72 h ap6s a injecdo  expressdo proteica do fator de
de MPP*. crescimento de fibroblastos 9, que

estavam reduzidos mela
administracdo de MPP*.
MPTP Camundongos Injecdo de MPTP (20 mg/kg, O tratamento com melatonina ACUNA-
C57BI/6 s.c.). A melatonina (10 mg/kg preveniu a peroxidagcdo lipidica CASTROVIEJO
i.p.) foi administrada 30 min induzida pela administracdo de et al. (1997)
antes e a cada hora (for 3 h) MPTP, e a perda de neurbnios
apos a injecao de MPTP. positivos para TH no estriado.
Camundongos Quatro administracbes de O tratamento com melatonina TAPIAS et al.
C57BI/6 machos MPTP (15 mg/kg, s.c.) com preveniu a indugdo da INOS (2009)

intervalos de 2 h. Apds 24 h
0s animais receberam 3
administracdes adicionais
com a mesma dose e
intervalos. A melatonina (20
mg/kg s.c.) foi administrada 1
h antes da primeira injecao de
MPTP.

mitocondrial no estriado e SNpc. A
melatonina também protegeu a
atividade do complexo | e inibiu a
peroxidacao lipidica.
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Quadro 2 — Continuagéo.

MPTP

Camundongos
C57Bl/6
machos

Células de
astrocitoma de
rato

Camundongos
C57BL/6
machos

Quatro administracdes de MPTP (15
mg/kg, s.c.) com intervalos de 2 h.
Ap6s 24 h os animais receberam 3
administracdes adicionais com a
mesma dose e intervalos. A
melatonina (20 mg/kg s.c.) foi
administrada 1 h antes da primeira
injecdo de MPTP.

Pré-incubagdo com melatonina (50,
100 e 200 pM). Incubagdo com
MPTP (400 uM).

Dez inje¢Bes de MPTP (15 mg/kg,
i.p.) durante 5 semanas (2
injegcBes/semana). A melatonina (5
mg/kg, i.p.) foi administrada uma
semana antes, 5 semanas durante,
e 12 semanas apoOs o tratamento
com MPTP.

O tratamento com melatonina preveniu a
indugdo da INOS mitocondrial no
estriado e SNpc. A melatonina também
protegeu a atividade do complexo | e
inibiu a peroxidacgao lipidica.

A melatonina reduziu o estresse
oxidativo e nitrosativo, célcio intracelular,
e ativacdo de P-p38 MAPK, induzidos
pelo MPTP. A melatonina também
normalizou o0s niveis de proteinas
inflamatérias, RNAm de citocinas pro-
inflamatérias e NF-kB.

O tratamento com melatonina recuperou
a respiragao mitocondrial, a produgdo de
ATP e o0s niveis de enzimas
antioxidantes. A melatonina também foi
capaz de prevenir a perda de neurbnios
dopaminérgicos e 0s déficits
locomotores.

TAPIAS et
al. (2009)

NIRANJAN;
NATH;
SHUKLA
(2010)

PATKI;
LAU (2011)
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alimentacéo por 7 dias.

MPTP Camundongos Quatro injegcbes de MPTP (20 O  tratamento  com melatonina  ZAITONE;
Swiss machos mg/kg, i.p.) com 2 h de intervalo. recuperou a performance motora, os HAMMAD;
Oito dias apds a administragdo de niveis estriatais de DA e GSH, a FARAG
MPTP, os animais receberam L- atividade das enzimas antioxidantes, e (2013)
DOPA/Carbidopa (100/10 mg/kg reduziu a peroxidacdo lipidica. A
duas vezes por dia, v.0.) e/ou melatonina também melhorou a
melatonina (5 ou 10 mg/kg/dia, resposta motora a L-DOPA.
v.0.) durante 8 semanas.
Camundongos O MPTP (30 mg/kg, i.p.) foi O tratamento com melatonina protegeu  NASKAR
BALB/c administrado em duas injecBes (16 contra a perda de neurdnios etal.
machos h de intervalo). A melatonina (10, dopaminérgicos na SNpc, induzida pelo (2015)
20, and 30 mg/kg, i.p.) foi MPTP, e reforcou os efeitos do
administrada 30 min antes da tratamento com L-DOPA.
administracdo de MPTP, e mais 5
administracbes com 10 h de
intervalo.
Embrides de Incubagdo com MPTP (600 pM). A melatonina recuperou os déficits DIAZ-
Zebrafish Incubagdo com melatonina (0,2 e motores induzidos pelo MPTP e CASADO
1,0 pM), concomitantemente, ou restaurou a expressao e fungéo do loop etal.
apoés o tratamento com MPTP. parkin/PINK1/DJ-1/MUL1. (2016)
Rotenona Drosophila A melatonina (5 mM) e/lou a O tratamento com melatonina preveniu COULOM,;
melanogaster  rotenona (125 pM) foram os déficits motores e a perda neuronal,  BIRMAN
adicionadas ao meio de induzidos pela rotenona. (2004)
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Quadro 2 — Continuagéo.

Rotenona

Ratos Sprague-
Dawley machos

Ratos Wistar

machos

Ratos Sprague—
Dawley machos

Injecdo de rotenona (6 pg
em 1 pL) na SN direita. A
melatonina (10, 20 e 30
mg/kg, i.p.) foi
administrada 30 min apds a
injecdo de rotenona e,
posteriormente, a cada 12
h por 4 dias.

Injecdo de rotenona (2,5
mg/kg, i.p.) por 10 dias. A
melatonina (10 mg/kg, i.p.)
foi administrada durante 28
dias ap6s a administracdo
de rotenona.

Trés inje¢cBes de rotenona
(4,0 yg em 2,0 pL) no feixe
prosencefélico medial
direito. Os animais
receberam melatonina (4,0
pg/mL) na &gua de beber,
1 semana antes e 9
semanas depois da
administracdo de rotenona.

A melatonina reduziu os niveis de
radicais hidroxil em mitocdndrias
isoladas, protegeu os niveis de GSH
e a atividade de enzimas
antioxidantes no estriado.

O tratamento com melatonina
protegeu 0s neurénios
dopaminérgicos na SNpc e os niveis
estriatais de DA. A melatonina
também inibiu 0 comportamento tipo
depressivo, induzido pela rotenona.

O tratamento com melatonina
protegeu 0s neurénios
dopaminérgicos no estriado e SNpc.
A melatonina também impediu a
reducédo dos niveis de DA no estriado
e reduziu o comportamento
rotacional, induzido pela apomorfina.

SARAVANAN;
SINDHU;
MOHANAKUMAR
(2007)

BASSANI et al.
(2014)

CARRIERE;
KANG; NILES
(2016)
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i.p.) por 9 semanas.
Tratamento com maneb
(30 mg/kg, i.p.) + paraquat
(10 mg/kg, i.p.) 2 vezes por
semana, durante 9
semanas, 2 h ap6s a
administracé@o de
melatonina.

Maneb Células PC12 Incubagcdo (2 h) com A melatonina preveniu a disfungdo ISHIDO (2007)
melatonina (1 nM) e/ou mitocondrial, a ativagdo das
maneb (1 pg/mL). caspases 3 e 7, perda na viabilidade
celular e agregacéo de a-sinucleina.
Maneb + Camundongos Tratamento com O tratamento com melatonina  SINGHAL et al.
Paraquat Swiss machos melatonina (30 mg/kg/dia, preveniu a peroxidagdo lipidica, (2011)

morte de neurdnios dopaminérgicos,
0 aumento no contetdo de nitritos e
dos niveis de RNAm do citocromo P-
450 2E1, induzidos pelas toxinas. A
melatonina também aumentou os
niveis de glutationa-S-transferase, P-
p53, Bax e caspase 9.

Legenda: 6-OHDA: 6-hidroxidopamina; COX: ciclo-oxigenase; DA: dopamina; GDNF: fator neurotréfico derivado da
glia; GPx: glutationa peroxidase; GSH: glutationa reduzida; i.p.: intraperitoneal; INOS: éxido nitrico sintase induzivel,
MAPK: proteina cinase induzida por mitégeno; MDA: malondialdeido; MPP*: 1-metil-4-fenilpiridina; MPTP: 1-metil-4-
fenil,1-1,2,3,6-tetrahidropiridina; NF-kB: fator nuclear-kB; PGE2: prostaglandina E2; s.c.: subcutaneo; SNpc: parte
compacta da substancia negra; SOD: superoxido dismutase; TH: tirosina hidroxilase.

Fonte: Mack et al. (2016).
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3.2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A atividade neuroprotetora da melatonina em modelos
experimentais tem sido demonstrada em diversos trabalhos. Esta
atividade neuroprotetora estd associada a mecanismos
moleculares diversos, que vao desde a neutralizacdo direta de
EROs e ERNSs, até a ativacao de vias que aumentam a protecao
contra o estresse celular. Neste sentido, hipotetizamos que a
administracdo de melatonina poderia proteger contra os déficits
comportamentais e o0s danos neuronais induzidos pela
administracado i.n. de NaDMDC em camundongos.

3.3 OBJETIVOS
3.3.1 Objetivo geral

Este conjunto de experimentos teve como objetivo geral a
avaliagdo da atividade neuroprotetora da melatonina frente as
alteracbes comportamentais e bioquimicas, agudas e cronicas
induzidas pela administracéo i.n. de NaDMDC em camundongos.

3.3.2 Objetivos especificos

- Investigar as possiveis alteracdes nos niveis diurnos de
melatonina em diferentes estruturas cerebrais (BO, estriado,
cortex pré-frontal, hipocampo e cerebelo) de camundongos apés
a administracéo i.n. de NaDMDC;

- Avaliar o efeito da administracdo de 3 diferentes doses de
melatonina frente aos déficits comportamentais induzidos pela
administrac¢éo i.n. de NaDMDC em camundongos;

- Avaliar o efeito da melatonina sobre alteracGes oxidativas
e nitrosativas induzidas pela administracédo i.n. de NaDMDC em
diferentes estruturas encefélicas (BO, estriado, cortex pré-frontal,
hipocampo e cerebelo) de camundongos;

- Investigar o efeito da melatonina sobre as possiveis
alteracbes precoces (24 horas apés a Ultima administracdo de
NaDMDC) nos niveis de TNF-a induzidas pela administragao i.n.
de NaDMDC no BO e estriado de camundongos;

- Investigar o efeito da melatonina sobre as possiveis
alteracbes precoces (24 horas apés a ultima administracdo de
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NaDMDC) no imunocontetdo da enzima TH, DAT e receptores
melatoninérgicos MT1 e MT2 induzidas pela administracao i.n. de
NaDMDC no BO e estriado de camundongos;

- Investigar o efeito da melatonina sobre as possiveis
alteracdes precoces (24 horas apds a Ultima administracdo de
NaDMDC) nos niveis de dopamina, serotonina, noradrenalina, e
seus metabdlitos induzidas pela administracdo i.n. de NaDMDC no
BO e estriado de camundongos;

- Avaliar o efeito tardio (até 35 dias) da administracéo i.n. de
NaDMDC, assim como o possivel efeito protetor da melatonina
sobre a funcdo motora e o estado neuroldgico de camundongos;

- Avaliar o efeito tardio (até 35 dias) da administracédo
intranasal de NaDMDC, assim como o possivel efeito protetor da
melatonina, sobre o imunoconteddo da enzima TH, DAT e
receptores melatoninérgicos MT1 e MT2, no BO e estriado de
camundongos.
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3.4 MATERIAL E METODOS
3.4.1 Protocolos experimentais

Bloco experimental 1 - Avaliacdo do efeito da
administracdo intranasal de NaDMDC sobre os niveis de
melatonina em diferentes estruturas encefélicas. Com o
objetivo de investigar se a administracdo i.n. de NaDMDC poderia
modificar os niveis de melatonina no BO, estriado, cortex pré-
frontal, hipocampo e cerebelo, os animais foram submetidos a 4
administracdes em dias consecutivos de NaDMDC (1 mg/narina),
ou veiculo/controle (10 yL/narina). Posteriormente, as estruturas
foram coletadas 24 h ou 7 dias apds a ultima administracao.

Bloco experimental 2 - Avaliacdo do efeito da
administracdo de melatonina sobre as alteracGes
comportamentais induzidas pela administracdo i.n. de
NaDMDC. Para avaliar o possivel efeito do tratamento com
melatonina sobre os déficits motores induzidos pela administracéo
i.n. de NaDMDC, a melatonina (3, 10, e 30 mg/kg, i.p.), ou
veiculo/controle (10 mL/kg, i.p.), foram administrados 1 h antes de
cada administracdo de NaDMDC (1 mg/narina), ou
veiculo/controle (10 pL/narina). A administragdo de melatonina foi
mantida 1 vez ao dia, até o sétimo dia. Apés a Ultima administracéo
de NaDMDC, os animais foram submetidos a uma bateria
comportamental (Figura 28) semelhante a realizada no capitulo 2
deste trabalho. O tratamento repetido com melatonina foi realizado
sempre ao final da tarde, para evitar interferéncia direta sobre os
comportamentos avaliados, e para aproximar 0s niveis maximos
absorvidos de melatonina exdégena com o pico de melatonina
enddgena, a fim de se evitar maiores alteracfes no ciclo circadiano
dos animais.
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Figura 28 - Protocolo experimental utilizado para avaliagdo do efeito da
melatonina exdgena sobre os déficits motores induzidos pela
administracao intranasal de NaDMDC em camundongos.

Melatonina (3, 10 ou 30 mg/kg, i.p.)
ou Veiculo

VYV VOV Y

——t—t f—F+—+—+—+—— Dias
3 2 1 0 1 2 3 4 5 6
A1 vy v
NaDMDC, 1 mg/narina ENS Campo ENS
ou Veiculo Aberto
Th A A A A
Melatonina (3, 10 ou 30 mg/kg, i.p.)
ou Veiculo

Legenda: Linha do tempo ilustrando os tratamentos utilizados e os testes
comportamentais. ENS: escore neurolégico de severidade.

Bloco experimental 3 - Efeito do pré-tratamento com
melatonina sobre as alteracfes bioquimicas precoces
induzidas pela administracédo i.n. de NaDMDC. Para avaliacdo
do possivel efeito protetor do tratamento com melatonina sobre as
alteraces bioquimicas precoces induzidas pela administragao i.n.
de NaDMDC, os animais foram tratados com melatonina (30
mg/kg, i.p.) ou veiculo/controle (10 mL/kg, i.p.) 1 h antes de cada
administracdo de NaDMDC (1 mg/narina), ou veiculo/controle (10
pL/narina). Para maior facilidade na descricdo dos resultados e
discussao, os grupos foram nomeados e divididos da seguinte
maneira:

- Grupo Controle: Controle i.p. + Controle i.n.;

- Grupo NaDMDC: Controle i.p. + NabMDC i.n.;

- Grupo Melatonina: Melatonina i.p. + Controle i.n.;

- Grupo Melatonina + NaDMDC: Melatoninai.p. + NaDMDC
i.n.

As amostras de BO, estriado, cortex pré-frontal, hipocampo
e cerebelo, foram coletadas 24 h apés a ultima administracdo de
NaDMDC e processadas de acordo com a metodologia utilizada.
A dose de melatonina foi selecionada de acordo com os resultados
obtidos no bloco experimental 2 deste capitulo.
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Para caracterizacdo do perfil oxidativo induzido pelo
NaDMDC em diferentes estruturas do encéfalo dos animais e do
possivel papel neuroprotetor da melatonina, as amostras de BO,
estriado, cortex pré-frontal, hipocampo e cerebelo, foram
processadas para analise por dot blot. Esta técnica foi utilizada
para quantificar, relativamente ao controle, o conteddo de 3-
nitrotirosina (3-NT), 4-HNE e MDA.

A participacdo da neuroinflamacdo na toxicidade exercida
pelo NaDMDC e o potencial efeito protetor da melatonina sobre
este parametro foram avaliados através da quantificacdo, pelo
método de ELISA, dos niveis da citocina pro-inflamatéria TNF-a
no BO e estriado dos animais, 24 h ap6s a ultima administracéo
de NaDMDC.

Para avaliagdo de possiveis alteragbes nos sistemas
dopaminérgicos e melatoninérgico, provocadas por este protocolo
de tratamento, foi realizada a quantificacdo do imunocontetdo de
TH e DAT, assim como dos receptores de melatonina MT1 e MT2,
no BO e estriado dos animais. Os niveis dos neurotransmissores
dopamina, serotonina e noradrenalina, assim como de seus
metabolitos também foram mensurados no BO e estriado,
utilizando-se a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC, do Inglés: high performance liquid chromatography).

Bloco experimental 4 - Efeitos comportamentais e
bioquimicos tardios da administracdo i.n. de NaDMDC e
atividade neuroprotetora da melatonina. Para avaliar se os
déficits motores induzidos pela administracéo i.n. de NaDMDC
permaneceriam significativos por mais de 7 dias e se o tratamento
com melatonina poderia prevenir o desenvolvimento destes
déficits, a melatonina (30 mg/kg, i.p.), ou veiculo/controle (10
mL/kg, i.p.), foi administrada 1 h antes de cada administracdo de
NaDMDC (1 mg/narina) ou veiculo/controle (10 pL/narina). Os
grupos foram nomeados da seguinte maneira:

- Grupo Controle: Controle i.p. + Controle i.n.;

- Grupo NaDMDC: Controle i.p. + NabDMDC i.n.;

- Grupo Melatonina: Melatonina i.p. + Controle i.n.;

- Grupo Melatonina + NaDMDC: Melatoninai.p. + NaDMDC
i.n.

Posteriormente, os animais foram submetidos a uma bateria
de testes comportamentais, composta por: ENS, nos dias 2, 6, 13,
20, 27 e 34, rotarod, nos dias 7, 14, 21, 28 e 35; open field, nos
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dias 4 e 33 (Figura 29). Ainda, o peso corporal dos animais foi
mensurado antes (basal) e nos dias 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35,
apos o fim do tratamento. No 35° dia ap6s a Ultima administracao
do NaDMDC, os animais foram eutanasiados e as amostras de BO
e estriado foram coletadas para andlise por Western blotting do
imunoconteldo de TH, DAT, MT1 e MT2.

Figura 29 - Protocolo experimental para avaliagdo do efeito tardio da
administrac¢&o intranasal de NaDMDC e do efeito protetor da melatonina
exdgena sobre a performance motora e estado neuroldgico de
camundongos.

Campo Aberto

l Rotarod l
v v v ¥ \j

-~~~ Dias
6 7 1314 2021 2728 333435
A A 4 A

NaDMDC, 1 Inari B -
= o \,ei::"f,:a”"a Escore Neurologico de Severidade
Th A 4 A A
Melatonina (30 mg/kg, i.p.)
ou Veiculo

Legenda: Linha do tempo ilustrando os tratamentos utilizados e a
distribuicdo temporal das avaliagbes comportamentais.

3.4.2 Animais

Os animais utilizados, assim como suas condi¢cbes de
manutencdo foram as mesmas descritas previamente no item
2.4.2, Capitulo 2, pagina 80.

3.4.3 Drogas

O dimetilditiocarbamato de sédio (NaDMDC) (D156604,
Sigma-Aldrich), foi dissolvido em solug¢do salina (NaCl 0,9%) a
uma concentragao de 100 mg/mL. A solucéo salina foi utilizada
para tratar os animais do grupo veiculo/controle. A melatonina
(M5250, Sigma-Aldrich) foi dissolvida em etanol 1% em solugéo
salina nas concentracdes de 0,3 mg/mL, 1 mg/mL e 3 mg/mL, e
administradas 10 mL/kg, i.p., para as doses de 3 mg/kg, 10 mg/kg
e 30 mg/kg, respectivamente. A solucéo de etanol 1% em salina,
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10 mL/kg, i.p., foi utilizada para o tratamento do grupo
veiculo/controle.

3.4.4 Administragao intranasal de NabMDC

A administracéo i.n. de NaDMDC foi realizada como descrito
anteriormente no item 2.4.4, pagina 81.

3.4.5 Testes comportamentais
3.4.5.1 Campo aberto

A avaliacéo no teste do campo aberto realizada nos dias 4
e 33, foi realizada de acordo com o protocolo ja descrito no item
2.4.6.1, Capitulo 2, pagina 82.

3.4.5.2 Escore neurolégico de severidade

Este teste foi realizado de acordo com o protocolo descrito
no item 2.4.6.2, Capitulo 2, pagina 83.

3.4.5.3 Rotarod

Este teste foi realizado de acordo com o protocolo descrito
no item 2.4.6.3, Capitulo 2, pagina 85.

3.4.6 Analises ex vivo

As coletas das amostras para a realizacao das analises ex
vivo foram realizadas conforme o protocolo descrito no item 2.4.7,
Capitulo 2, pagina 86.

3.4.6.1 Western blotting

As andlises realizadas pela técnica de Western blotting
neste capitulo foram semelhantes as descritas no capitulo anterior,
com algumas modificacdes. ApOs a separacdo das fracOes
proteicas em gel de poliacrilamida e transferidas para membranas
de PVDF, as membranas foram bloqueadas com leite desnatado
5%, lavadas e incubadas com solucdo de Ponceau S (Ponceau S
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solution, P7170, Sigma-Aldrich, MO, EUA), para deteccdo das
bandas proteicas transferidas. Esta marcacdo foi captada por
leitura colorimétrica em fotodocumentador (ChemiDoc MP, Bio-
Rad, La Jolla, USA) e utilizada como controle do carregamento de
proteinas. Apés lavagem para retirada da marcacao por Ponceau
S, as membranas foram incubadas por 8 horas com anticorpos
primarios anti-TH (1:5000, sc-25269, Santa Cruz Biotechnology),
anti-DAT (ab111468, Abcam 1:10000), anti-MT1 (AMR-031,
Alomone, 1:1000) e anti-MT2 (AMR-032, Alomone, 1:1000), e,
posteriormente, com 0s anticorpos secundarios apropriados.

3.4.6.2 Dot blot

Para realizagdo da andlise por dot blot, as amostras foram
processadas da mesma forma como descrita para a técnica de
Western blotting, apenas ajustando-se a concentracdo de
proteinas para 2,5 mg/mL, com base em testes realizados
previamente. Utilizou-se um volume de 2 pL (5 pg de proteinas)
em cada ponto. As amostras foram pipetadas em duplicata em
uma membrana de PVDF ativada. ApOs a secagem a temperatura
ambiente, as membranas foram blogueadas com leite desnatado
5%, lavadas e incubadas por aproximadamente 8 h com os
anticorpos primarios anti 3-NT (ab42789, Abcam, 1:5000), anti 4-
HNE (ab46545, Abcam, 1:10000) e anti MDA (ab6463, Abcam,
1:5000). ApOs a retirada dos anticorpos primarios e lavagem, as
membranas foram incubadas com o0s anticorpos secundarios
apropriados. A revelacao foi feita com solugéo quimioluminiscente,
utilizando o kit ECL™ (Amersham Biosciences, UK), seguida da
deteccdo em aparelho fotodocumentador (ChemiDoc MP, Bio-
Rad, La Jolla, USA). Para controle de carregamento, as
membranas foram coradas com solucdo de coomassie blue e a
marcacdo foi captada por leitura colorimétrica em
fotodocumentador (Abcam protocols, 2017).

3.4.6.3 Ensaio de imunoabsorcao ligado a enzima
3.4.6.3.1 Fator de Necrose Tumoral-a
A dosagem de TNF-a foi realizada pelo método de ELISA de

acordo com o protocolo descrito anteriormente no item 2.4.7.2,
Capitulo 2, pagina 87.
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3.4.6.3.2 Dosagem dos niveis de melatonina

As dosagens dos contetdos de melatonina do BO, estriado,
cortex pré-frontal, hipocampo e cerebelo foram realizadas pelo
método de ELISA, utilizando-se kit comercial (IBL, Hamburgo,
Alemanha). No momento da dosagem as amostras foram
descongeladas em gelo, homogeneizadas em tampédo 25 mM de
TRIS-HCL (pH 7,4) gelado contendo 1 mM de EDTA e 1mM de
EGTA conforme descrito previamente (PINATO et al., 2015). Apos
a homogeneizacéo, as amostras foram centrifugadas (14,000g, 15
min, 4 °C) e colocadas nos pocos de dosagem. O kit utilizado
baseia-se na competicdo entre a melatonina das amostras e
melatonina biotinilada fornecida pelo kit, por anticorpos para
melatonina presentes nos pogos. A quantidade de melatonina
biotinilada ligada ao anticorpo foi determinada pela adicdo de um
anticorpo anti-biotina, acoplado a uma enzima, a fosfatase
alcalina, cuja reacdo com o substrato especifico fornecido no kit
forma um produto colorimétrico, detectado por espectrofotdmetro
a 405 nm (SpectraMax 250, Molecular Devices, CA, EUA). A
guantidade de antigeno biotinilado ligado ao anticorpo é
inversamente proporcional a concentracéo da amostra. O limite de
deteccao do kit € de 3 pg/mL e os valores foram normalizados pelo
peso de cada amostra.

3.4.6.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
deteccao eletroquimica

Os niveis teciduais de dopamina, noradrenalina, serotonina
e de seus metabdlitos, DOPAC, 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol
(MHPG) e acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), respectivamente,
foram determinados através de um sistema modular de HPLC
(Waters, modelo Alliance e€2695), composto por uma bomba
guaternaria, desgaseificador, injetor automatico refrigerado e um
aquecedor de coluna, acoplado a um detector eletroquimico
amperométrico modelo Waters 2465 (Waters, Milford, MA, USA).
A célula analitica de fluxo é composta por um eletrodo de trabalho
de carbono vitreo (GC-WE) com 2 mm de diametro, que é operado
em corrente continua de +700 mV, versus um eletrodo de
referéncia de Ag/AgCl in situ (ISAAC) e um eletrodo auxiliar de ago
inoxidavel. Para a extracdo dos analitos, as amostras de BO e
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estriado foram homogeneizadas em uma solugédo de 0,1 M de
acido perclérico contendo 0,02% de metabissulfito de sédio e uma
concentragdo conhecida de dihidroxibenzilamina (DHBA), como
padrdo interno. Posteriormente, as amostras foram submetidas a
um banho de ultrassom de 40 kHZ por 20 min seguidas de
centrifugagcdo a 14.000 RPMs durante 20 min, a 4°C. O
sobrenadante foi transferido para microtubos do autoinjetor (4°C)
e uma aliquota de 20 pL de cada amostra foi injetada no
cromatdgrafo a cada 10 minutos. As amostras foram carreadas
pela fase mével composta por 60 mM de fosfato de sédio dibasico,
50 mM de &cido citrico, 1,2 mM de 1-octanossulfonato de sédio,
0,5 mM de 1-heptanosulfonato de sédio, 2 mM de cloreto de sédio,
50 uM de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) dissddico,
10% de acetonitrila e agua ultrapura (Milli-Q, Millipore), pH = 4,0,
filtrada através de uma membrana de acetato de celulose (0,45
UM, Millipore) e desgaseificada a vacuo em banho de ultrassom
de 40 kHZ por 10 minutos. Utilizou-se um fluxo gradiente (1 — 6
min = 0,20 ml/min; 6 — 10 min = 0,35 ml/min) através de uma pré-
coluna (C18) com 20 mm de comprimento e 2 mm de didmetro
interno (Alltech, Deerfield, USA) e coluna de fase reversa (C18)
modelo Synergi Hydro-RP, 150 mm de comprimento e 2 mm de
didmetro interno, empacotada com 19 particulas de 4 uM de
didametro (Phenomenex, Torrance, USA), ambas a temperatura de
30°C. O programa computacional Empower 2 ® (Waters Co.) foi
utilizado para controle, aquisicdo e processamento dos dados, os
guais foram mensurados de acordo com as curvas de calibracéo
de cada analito (10 — 1000 ng/ml) e expressos em ng de analito
por mg de tecido Umido.

3.4.7 Analise estatistica

Os resultados das dosagens da concentracdo de melatonina
foram analisados pelo teste t de Student. Os dados do teste do
campo aberto e rotarod do bloco experimental 2 foram analisados
por ANOVA de 1 via, seguido pelo teste post-hoc de Sidak. Os
dados do ENS realizado do bloco experimental 2 foram analisados
pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-hoc de Dunn.
Os resultados obtidos pelas técnicas de Western blotting, ELISA,
dot blot e HPLC, assim como as avaliagbes comportamentais no
teste do campo aberto do bloco experimental 4, foram avaliados
por ANOVA de duas vias, seguida pelo teste post-hoc de Newman-
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Keuls. Os dados obtidos no teste de rotarod e as mensuracgées do
peso corporal, foram avaliados por ANOVA de duas vias com
medida repetida seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls. Os
dados do ENS foram primeiramente submetidos a ranking por
alinhamento e, posteriormente, analisados por ANOVA de duas
vias com medidas repetidas, seguido pelo teste de Mann-Whitney,
com correcdo de Bonferroni para multiplas comparac¢6es (Higgins,
1990, 1994; Wobbrok, 2011). Os resultados foram analisados pelo
software STATISTICA® versao 8.0 (StatSoft Inc, Tulsa, OK, EUA).
Em todas as andlises, valores de P<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Todas diferencas significativas
(P<0,05) indicadas pelos testes t de Student, ou pelos testes de
multiplas comparacdes foram apresentadas nos graficos. Quanto
aos efeitos significativos (P<0,05) dos fatores experimentais,
indicados pelas analises de variancias, todos estao descritos no
texto, mas somente 0s necessarios para a melhor compreensao
do trabalho foram apresentados nos graficos de resultados.
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3.5 RESULTADOS

3.5.1 A administragdo intranasal de NaDMDC aumenta os
niveis de melatonina no bulbo olfatério e hipocampo de
camundongos

A Figura 30 apresenta os resultados obtidos da dosagem de
melatonina em diferentes estruturas encefalicas 24 h e 7 dias apés
a Ultima administracdo de NaDMDC. A avaliacdo pelo teste t de
Student demonstrou que o ditiocarbamato ndo provocou
diferengas significativas (P>0,05) nos niveis de melatonina no
estriado (Fig. 30, C e D), cértex pré-frontal (Fig. 30, E e F), e
cerebelo (Fig. 30, | e H), nos tempos de 24 horas e 7 dias, e no
hipocampo (Fig. 30 H), 7 dias apés o fim do tratamento. Por outro
lado, observou-se um aumento significativo (P<0,05) nos niveis de
melatonina no BO (Fig. 30, A e B), 24 horas e 7 dias, e no
hipocampo (Fig. 30 G), 24 horas ap0s o fim do tratamento com
NaDMDC i.n. em comparagdo aos animais do grupo controle.
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Figura 30 — Efeitos da administragdo intranasal de NaDMDC sobre os
niveis de melatonina em diferentes estruturas encefdlicas de
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Legenda da Figura 30: Os animais (n=4-5/grupo) foram tratados por 4
dias consecutivos com 1 mg/narina/dia de NaDMDC ou Controle (10
pL/narina). Apés 24 horas (A, C, E, Gel) e 7 dias (B, D, F, H e J)
decorridas da dltima administracéo, o bulbo olfatério (A e B), o estriado
(C e D), o cortex pré-frontal (CPF) (E e F), o hipocampo (G e H) e o
cerebelo (I e J), foram coletados para a analise através da metodologia
de ensaio de imunoabsorgdo ligado a enzima (ELISA). Os dados séo
apresentados em percentual a média do grupo controle e estédo
representados pela média + EPM; a avaliacdo estatistica foi realizada
através do Teste t de Student. * P<0,05 comparados ao grupo Controle.

3.5.2 O tratamento com melatonina previne os déficits
motores induzidos pela administra¢&o intranasal de NaDMDC
em camundongos

A Figura 31 apresenta os dados das avaliacdes
comportamentais do efeito do tratamento com melatonina sobre
os déficits motores induzidos pela administracdo i.n. de NaDMDC.
A ANOVA de uma via demonstrou que as médias da distancia total
percorrida (Fig, 31 B) foram significativamente diferentes entre os
grupos experimentais [F(4,31)=4,46, P<0,05]. O teste de multiplas
comparagfes indicou que houve uma reducdo significativa
(P<0,05) no grupo NaDMDC em comparacéo ao grupo Controle,
e, ainda, as doses de 10 mg/kg e 30 mg/kg de melatonina
protegeram significativamente (P<0,05) os animais deste efeito.
Quanto ao parametro entradas no centro (Fig. 31 D), as médias
dos grupos diferiram significativamente [F(4,31)=4,415, P<0,05], e
0 grupo NaDMDC apresentou um nUmero significativamente
(P<0,05) menor de entradas no centro em comparagao ao grupo
Controle. A administracdo de melatonina na dose de 30 mg/kg
atenuou de forma significativa (P<0,05) este déficit. Em relagdo ao
tempo de permanéncia no centro do aparato (Fig. 31 E), a ANOVA
demonstrou que ndo houve diferenca significativa entre as médias
dos grupos [F(4,31)=1,434, P>0,05].
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Figura 31 — Efeitos do tratamento com melatonina sobre os déficits
motores induzidos pela administracdo intranasal de NaDMDC em
camundongos.
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Legenda: Os animais (n=7-9/grupo) foram pré-tratados com Melatonina
(3, 10 ou 30 mg/kg, intraperitoneal) ou Controle, 1 hora antes da
administracdo de 1 mg/narina/dia de NaDMDC ou Controle por 4 dias
consecutivos.
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Continuacdo da legenda da Figura 31: O tratamento com melatonina
prosseguiu até o 7° dia ap6s a Ultima administracdo de NaDMDC. Os
animais foram submetidos ao teste do escore neuroldgico de severidade
(ENS), nos dias 2 (F) e 6 (G), e campo aberto, no dia 4 (A, B, C, D e E).
(A) Imagens representativas da ocupagéo e do percurso dos animais no
campo aberto. (B) Distancia total percorrida. (C) Avaliacdo minuto a
minuto da disténcia percorrida. (D) Numero de entradas no centro. (E)
Tempo de permanéncia no centro. (F) ENS dia 2. (G) ENS dia 6. Os
dados do campo aberto foram estatisticamente analisados por ANOVA
de uma via seguida do teste post-hoc de Sidak. O ENS foi avaliado pelo
teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-hoc de Dunn. Os dados
estdo apresentados como a + EPM. * P<0,05 comparado ao grupo
Controle + Controle. # P<0,05 comparado ao grupo NaDMDM + Controle.

O ENS realizado no dia 2 (Fig. 31 F) ap6s a ultima
administracdo de NaDMDC, avaliado pelo teste de Kruskal-Wallis,
apresentou diferenca significativa (P<0,05) entre as médias, e 0
teste de Dunn demonstrou que houve um aumento significativo
(P<0,05) do ENS nos animais que receberam NaDMDC em
comparacgdo ao grupo Controle, e que a dose de 30 mg/kg inibiu
de forma significativa (P<0,05) este efeito do ditiocarbamato. No
dia 6 (Fig. 31 G), também houve uma diferenca significativa entre
as médias (P<0,05) e o tratamento com NaDMDC confirmou os
dados anteriores, provocando um aumento significativo do ENS
(P<0,05) em relagdo ao Controle. No entanto, neste tempo de
avaliacdo, os grupos que receberam melatonina ndo diferiram
significativamente do grupo NaDMDC.

Apobs estes resultados observou-se que a dose de 30 mg/kg
de melatonina foi a mais eficaz na protecdo dos déficits
provocados pela administracdo i.n. de NaDMDC e esta dose foi
selecionada para a realizagdo dos experimentos subsequentes.

3.5.3 O tratamento com melatonina protege contra o estresse
oxidativo/nitrosativo induzido pela administracdo intranasal
de NaDMDC em estruturas encefalicas de camundongos

Os resultados obtidos pela técnica de dot blot, com as
amostras de BO e estriado, estdo apresentados na Figura 32. A
ANOVA de duas vias demonstrou que houve efeito significativo do
fator NaDMDC/Controle [F(3,18)=6,67, P<0,05] quanto ao
imunoconteldo de nitrotirosina no BO (Fig. 32 A). Entretanto, ndo
foram observados efeitos significativo para os fatores
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Melatonina/Controle  [F(3,18)=0,26, P>0,05] e interagéo
[F(3,18)=0,013, P>0,05] neste parametro. O teste post hoc de
Newman-Keuls demonstrou que n&o houve diferencga significativa
entre os grupos. Quanto ao imunoconteudo de MDA (Fig. 32 B), o
efeito do fator NaDMDC/Controle também foi significativo
[F(3,18)=5,192, P<0,05]. Por outro lado, os fatores
Melatonina/Controle  [F(3,18)=0,991, P>0,05] e interacédo
[F(3,18)=0,014, P>0,05] ndo apresentaram efeitos significantivos
sobre esse parametro. O teste de mdltiplas comparacdes nao
evidenciou diferencas significativas entre os grupos. Por outro
lado, o imunocontetdo de 4-HNE (Fig. 32 C) demonstrou sofrer
influéncia do fator interagéo [F(3,18)=7,527, P<0,05], mas ndo dos
fatores  NaDMDC/Controle  [F(3,18)=3,808, P>0,05] e
Melatonina/Controle [F(3,18)=3,047, P>0,05]. O teste de post-hoc
de Newman-Keuls demonstrou que o tratamento com NaDMDC
(grupo NaDMDC) foi capaz de aumentar significativamente
(P<0,05) o imunocontetudo de 4-HNE, em comparagdo ao grupo
Controle, e que o tratamento com melatonina (grupo Melatonina +
NaDMDC) foi eficaz em proteger contra este aumento (P<0,05).
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Figura 32 — Efeitos da administracdo intranasal de NaDMDC e do
tratamento com melatonina sobre os niveis de 3-nitrotirosina,
malondialdeido e 4-hidroxinonenal no bulbo olfatério de camundongos.
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Legenda: Os animais (n=5-6/grupo) foram pré-tratados com melatonina
(30 mg/kg, i.p.) ou Controle, 1 hora antes da administracdo de 1
mg/narina/dia de NaDMDC ou Controle por 4 dias consecutivos. As
amostras foram coletadas 24 horas apd6s a Ultima administracdo de
NaDMDC. Os dados foram estatisticamente analisados por ANOVA de
duas vias seguida do post-hoc de Newman-Keuls e representam a média
+ EPM. 3-NT, 3-nitrotirosina. MDA, malondialdeido. 4-HNE, 4-
hidroxinonenal. * P<0,05 comparado ao grupo Controle + Controle. #
P<0,05 comparado ao grupo Controle + NaDMDC. & P<0,05 em relagéo
ao efeito NaDMDC/Controle.
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O imunocontetdo de nitrotirosina no estriado (Fig. 33 A)
sofreu  alteragbes  significantivas pelo fator interacéo
[F(3,18)=8,365, P<0,05], mas néo foi influenciado pelos fatores
NaDMDC/Controle [F(3,18)=1,943, P>0,05] e Melatonina/Controle
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[F(3,18)=0,987, P>0,05]. O teste post-hoc de Newman-Keuls
demonstrou que o grupo NaDMDC apresentou um aumento
significativo (P<0,05) deste pardmetro, em comparag¢do ao grupo
Controle, e que a melatonina preveniu este aumento, como
indicado pela diferenga significativa (P<0,05) entre 0s grupos
NaDMDC e Melatonina + NaDMDC. O imunocontetido de MDA no
estriado (Fig. 33 B) foi modificado significativamente pelo fator
NaDMDC/Controle [F(3,18)=5,6713, P<0,05], mas n&o pelos
fatores Melatonina/Controle [F(3,18)=1,8397, P>0,05] e interacéo
[F(3,18)=1,7452, P>0,05]. O teste post-hoc de Newman-Keuls
demonstrou que houve um aumento significativo (P<0,05) no
imunoconteldo de MDA no estriado no grupo NaDMDC em
relacdo ao grupo controle.

Adicionalmente, 0s fatores NaDMDC/Controle
[F(3,18)=5,319 P<0,05] e interacdo [F(3,18)=8,877, P<0,05]
apresentaram efeitos significativos sobre o imunocontetdo de 4-
HNE no estriado (Fig. 33 C), enquanto o fator Melatonina/Controle
[F(3,18)=4,012, P>0,05] ndo alterou de maneira significativa este
parametro. O teste de mdiltiplas comparacbes demonstrou um
aumento significativo (P<0,05) imunoconteddo de 4-HNE no
estriado de animais do grupo NaDMDC em comparagdo ao grupo
Controle. Os animais do grupo Melatonina + NaDMDC
apresentaram o imunoconteido de 4-HNE no estriado
significativamente menor (P<0,05), em comparagdo aos animais
do grupo NaDMDC.

Os dados da anélise dos metabdlitos do estresse oxidativo
no cértex pré-frontal, hipocampo e estriado, realizada pela técnica
de dot blot, estdo apresentados na Tabela 2. A andlise estatistica
indicou um efeito significativo do fator NaDMDC/Controle para o
imunoconteddo de nitrotirosina no coértex pré-frontal, e de MDA e
4-HNE no hipocampo. O fator Melatonina/Controle e a interacdo
dos fatores tiveram efeito significativo apenas para os niveis de
nitrotirosina no cortex pré-frontal. O teste de mudltiplas
comparacfes demonstrou um aumento significativo nos niveis de
nitrotirosina no cortex pré-frontal do grupo NaDMDC em
comparagdo ao controle e uma reducao significativa no grupo
Melatonina + NaDMDC em comparacdo ao grupo NaDMDC.
Ainda, o teste post-hoc de Newman-Keuls também demonstrou
um aumento significativo de MDA no hipocampo dos animais do
grupo NaDMDC, em comparagdo aos animais do grupo controle.
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Figura 33 - Efeitos da administracdo intranasal de NaDMDC e do
tratamento com melatonina sobre os niveis de 3-nitrotirosina,
malondialdeido e 4-hidroxinonenal no estriado de camundongos.
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Legenda: Os animais (n=5-6/grupo) foram pré-tratados com melatonina
(30 mg/kg, i.p.) ou Controle, 1 hora antes da administracdo de 1
mg/narina/dia de NaDMDC ou Controle por 4 dias consecutivos. As
amostras foram coletadas 24 horas apés a Ultima administragdo de
NaDMDC. Os dados foram estatisticamente analisados por ANOVA de
duas vias seguida do post-hoc de Newman-Keuls e representam a média
+ EPM. 3-NT, 3-nitrotirosina; MDA, malondialdeido; 4-HNE, 4-
hidroxinonenal. * P<0,05 comparado ao grupo Controle + Controle. *
P<0,05 comparado ao grupo Controle + NaDMDC.
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Tabela 2 - Efeito da administracéo intranasal de NaDMDC e do tratamento com melatonina sobre o imunocontetdo de
3-nitrotirosina, malondialdeido e 4-hidroxinonenal, em diferentes estruturas encefélicas de camundongos.

Estruturas Cértex pré-frontal Hipocampo Cerebelo
Imunoconteddo 3-NT MDA 4-HNE 3-NT MDA 4-HNE 3-NT MDA 4-HNE
Média + EPM grupo 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Controle + 0,066 +0,0568 +0,115 0.062 +0.082 +0.087 +0.054 +0.072 +0.065
Média + EPM grupo 1,387 1,18 1.087 1.041 1.379 1.227 0.97 1.182 1.192
NaDMDC +0,108* +0,105 +0.023 +0.066 +0.107* +0.077 +0.088 +0.086 +0.059
Média + EPM grupo 1,039 0,942 0.983 0.873 0.914 1.076 1.002 1.119 1.109
Melatonina +0,047 +0,128  +0.042 0.089 +0.092 +0.08 +0.055 +0.081 +0.086
Média + EPM grupo
) 1,053 1,07 1.013 0.945 1.217 1.162 0.875 0.995 1.162
Melatonina +
+0,038%# +0,107 +0.065 0.09134 +0.088 +0.044 +0.094 +0.066 0.101
NaDMDC
Fator
NaDMDC/Controle: 8,625 1,822 0,128 0.51 13.564 4.469 1.056 0.143 2.226

Valor de F




Tabela 2 - continuacéo.
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Fator
NaDMDC/Controle:
Efeito significativo?

(P<0,05)

Sim

Sim

Sim

Fator

Melatonina/Controle:

Valor de F

4,67

0,535

0,976

1.972

1.798

0.005

0.370

0.191

0.236

Fator

Melatonina/Controle:

Efeito significativo?
(P<0,05)

Sim

Fator interagao:
Valor de F

7,43

0,536

0,0004

0.037

0.1739

0.903

0.407

4.026

0.7208

Fator interagao:
Efeito significativo?
(P<0,05)

Sim

Néo

Néo

Néo

Néao

Néao

Nao

Néao

Nao

Legenda: NT, nitrotirosina. MDA, malondialdeido. 4-HNE, 4-hidroxinonenal. NaDMDC, dimetilditiocarbamato de sodio.
EPM, erro padrdo da média. * P<0,05 em comparacdo com o grupo controle. *P<0.05 em comparacdo ao grupo

NaDMDC.



162

3.5.4 O tratamento com melatonina protege contra o aumento
nos niveis de TNF induzidos pela administracéo intranasal de
NaDMDC no bulbo olfatério e estriado de camundongos

A Figura 34 apresenta os niveis da citocina TNF-a no BO e
no estriado dos animais. Com relacdo aos niveis de TNF-a no BO
(Fig. 34 A), a ANOVA de duas vias indicou efeitos significativos
para os fatores NaDMDC/Controle [F(3,20)=16,947, P<0,05],
Melatonina/Controle  [F(3,20)=11,221, P<0,05] e interagéao
[F(3,20)=9,163, P<0,05] apresentaram efeito significativo. O teste
de multiplas comparagbes demonstrou que houve aumento
significativo (P<0,05) dos niveis dessa citocina nos animais do
grupo NaDMDC, em comparac¢ao aos animais do grupo controle.
Ainda, os animais do grupo Melatonina + NaDMDC apresentaram
niveis reduzidos de TNF-a em comparagao ao grupo NaDMDC.

Com relacdo aos resultados obtidos no estriado (Fig. 34 B),
apenas o fator NaDMDC/Controle apresentou efeito significativo
[F(3,20)=28,607, P<0,05], sendo que 0s fatores
Melatonina/Controle [F(3,20)=0,007, P>0,05] e a interagédo
[F(3,20)=3,612, P>0,05], ndo tiveram efeito significativo. O teste
post-hoc de Newman-Keuls demonstrou que houve um aumento
significativo (P<0,05) nos niveis de TNF-a no grupo NaDMDC em
comparagdo ao grupo Controle, entretanto a melatonina néo foi
capaz de prevenir o aparecimento deste efeito (Melatonina +
NaDMDC x NaDMDC, P>0,05).



163

Figura 34 - Efeitos da administracdo intranasal de NaDMDC e do
tratamento com melatonina sobre os niveis de TNF-a no bulbo olfatério e
estriado de camundongos.
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Legenda: Os animais (n=6/grupo) foram pré-tratados com melatonina (30
mg/kg, i.p.) ou Controle, 1 hora antes da administracéo de 1 mg/narina/dia
de NaDMDC ou Controle por 4 dias consecutivos. As amostras foram
coletadas 24 horas apés a Ultima administragdo de NaDMDC. Os dados
foram estatisticamente analisados por ANOVA de duas vias seguida do
teste post-hoc de Newman-Keuls e representam a média + EPM. * P<0,05
comparado ao grupo Controle + Controle. # P<0,05 comparado ao grupo
Controle + NaDMDC.

3.5.5 O tratamento com melatonina inibe o aumento no
imunocontelddo de tirosina hidroxilase no estriado induzido
pela administracdo intranasal de NaDMDC em camundongos

O imunocontetdo de TH no BO (Fig. 35 A) néo foi alterado
significativamente pelos fatores NaDMDC/Controle
[F(3,20)=0,0256, P>0,05], Melatonina/Controle [F(3,20)=1,3217,
P>0,05] e a sua interagao [F(3,20)=0,1618, P>0,05]. Com relac¢éo
ao imunocontetdo de TH no estriado, este parametro nao foi
alterado de maneira significativa pelos fatores NaDMDC/Controle
[F(3,20)=1,0548, P>0,05] e Melatonina/Controle [F(3,20)=4,0701,
P>0,05], entretanto a interacdo entre estes fatores promoveu
alteracbes significativas neste parametro [F(3,20)=7,0566,
P<0,05] (Fig. 35 B). O teste post-hoc de Newman-Keuls
demonstrou que houve um aumento significativo (P<0,05) no
imunoconteldo de TH no grupo NaDMDC, e que o tratamento com
melatonina (grupo Melatonina + NaDMDC) significativamente
(P<0,05) preveniu este efeito. A analise realizada pela ANOVA de
duas vias indicou que o imunocontetudo de DAT no BO (Fig. 35 C)
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e estriado (Fig. 35 D) nao foi alterado significativamente pelos
fatores NaDMDC/Controle {BO [F(3,20)=0,4388, P>0,05] e
estriado [F(3,20)=1,086, P>0,05]}, Melatonina/Controle {BO
[F(3,20)=0,7532, P>0,05] e estriado [F(3,20)=1,611, P>0,05]} e
interacdo {BO [F(3,20)=0,0013, P>0,05] e estriado [F(3,20)=
0,013, P>0,05]}.

Figura 35 - Efeitos da administracdo intranasal de NaDMDC e do
tratamento com melatonina sobre o imunocontetdo de tirosina hidroxilase
e transportador de dopamina no bulbo olfatério e estriado de
camundongos.
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Legenda: Os animais (n=6/grupo) foram pré-tratados com melatonina (30
mg/kg, i.p.) ou Controle, 1 hora antes da administracdo de 1 mg/narina/dia
de NaDMDC ou Controle por 4 dias consecutivos. As amostras foram
coletadas 24 horas ap0s a Ultima administracdo de NaDMDC. TH, tirosina
hidroxilase; DAT, transportador de dopamina. Os dados foram
estatisticamente analisados por ANOVA de duas vias seguida do post-
hoc de Newman-Keuls e representam a média + EPM. * P < 0,05
comparado ao grupo Controle + Controle. # P<0,05 comparado ao grupo
Controle + NaDMDC.
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3.5.6 A administracao intranasal de NaDMDC induz o aumento
no imunoconteudo do receptor melatoninérgico MT2 no bulbo
olfatério de camundongos

A Figura 36 apresenta os dados com relagdo a quantificagéo
do imunocontetdo dos receptores melatoninérgicos MT1 e MT2
no BO e estriado de camundongos apds os tratamentos com
NaDMDC e melatonina. A analise pela ANOVA de duas vias
demonstrou que o imunocontetddo de receptores MT1 nédo foi
alterado no BO (Fig. 36 A) pelos fatores NaDMDC/Controle
[F(3,20)=0,2669, P>0,05], Melatonina/Controle [F(3,20)=0,2608,
P>0,05] e interacao [F(3,20)=0,0378, P>0,05].

Da mesma forma, a ANOVA de duas vias demonstrou que
0 imunoconteldo de receptores MT1 nao foi alterado
significativamente no estriado (Fig. 36 B) pelos fatores
NaDMDC/Controle [F(3,20)=1,4746, P>0,05], Melatonina/Controle
[F(3,20)=0,0005, P>0,05] e interagdo [F(3,20)= 0,011, P>0,05].

Por outro lado, no BO (Fig. 36 C) o fator NaDMDC/Controle
[F(3,20)=4,5217, P<0,05] teve efeito significativo sobre o
imunocontetdo de MT2, no entanto os fatores
Melatonina/Controle  [F(3,20)=0,4049, P>0,05] e interacéo
[F(3,20)=0,379, P>0,05] demonstraram nao alterar
significativamente este parametro. O teste post hoc de Newman-
Keuls ndo encontrou diferencas significativas entre os grupos
experimentais analisados. Com relagdo ao imunoconteldo de
MT2 no estriado (Fig. 36 D), nenhum dos fatores foi capaz de
alterar de maneira significativa este parametro: NaDMDC/Controle
[F(3,20)=0,4596, P>0,05], Melatonina/Controle [F(3,20)=0,5419,
P>0,05] e interacéo [F(3,20)=0,53, P>0,05].
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Figura 36 — Efeitos da administracdo intranasal de NaDMDC e do
tratamento com melatonina sobre o imunocontetdo de receptores
melatoninérgicos MT1 e MT2 no bulbo olfatério e estriado de
camundongos.
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Legenda: Os animais (n=6/grupo) foram pré-tratados com Melatonina (30
mg/kg, i.p.) ou Controle, 1 hora antes da administragcdo de 1 mg/narina/dia
de NaDMDC ou Controle por 4 dias consecutivos. As amostras foram
coletadas 24 horas apoés a ultima administracdo de NaDMDC. Os dados
foram estatisticamente analisados por ANOVA de duas vias seguida do
teste post-hoc de Newman-Keuls e representam a média + EPM. &
P<0,05 em relacao ao efeito NaDMDC/Controle.

3.5.7 A administracdo intranasal de NaDMDC provoca uma
reducédo nos niveis de dopaminano estriado de camundongos

A Figura 37 apresenta os resultados da dosagem de
dopamina, DOPAC e o turnover (DOPAC/dopamina) no BO e
estriado. A ANOVA de duas vias demonstrou que no BO néo
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houve efeito significativo dos fatores estudados sobre os niveis de
dopamina (Fig. 37 A) {NaDMDC/Controle [F(3,20)=1,0276,
P>0,05], Melatonina/Controle [F(3,20)=0,0451, P>0,05] e
interacdo [F(3,20)=0,3151, P>0,05]}, DOPAC (Fig. 37 C)
{NaDMDC/Controle [F(3,20)=0,0004, P>0,05],
Melatonina/Controle  [F(3,20)=0,0261, P>0,05] e interagéo
[F(3,20)=3,8729, P>0,05]} e sobre o turnover (Fig. 37 E)
{NaDMDC/Controle [F(3,20)=1,2392, P>0,05],
Melatonina/Controle  [F(3,20)=0,0001, P>0,05] e interagéo
[F(3,25)=1,2725, P>0,05]}.

Os resultados dos niveis de noradrenalina, serotonina, seus
metabdlitos (MHPG e 5-HIIAA, respectivamente) e o turnover no
BO estdo apresentados na Tabela 3. Como observado, o fator
interacéo teve efeito significativo nos niveis de MHPG, serotonina
e 5-HIAA. O teste post-hoc de Newman-Keuls demonstrou que os
grupos NaDMDC e Melatonina apresentaram  niveis
significativamente maiores de serotonina em comparagcdo ao
grupo controle.

No estriado, os niveis de dopamina (Fig. 37 B) foram
alterados significativamente pelo fator NaDMDC/Controle
[F(3,20)=4,3893, P<0,05], demonstrando que a administragdo do
NaDMDC foi capaz de alterar os niveis deste neurotransmissor.
Os fatores Melatonina/Controle [F(3,20)=1,7468, P>0,05] e
interagdo [F(3,20)=0,4092, P>0,05] nado tiveram efeitos
significativos. O teste de mudltiplas comparacfes ndo encontrou
diferencas significativas entre os grupos.

O turnover de dopamina no estriado (Fig. 37 F) foi
modificado de modo significativo pelo fator NaDMDC/Controle
[F(3,20)=4,2953, P<0,05], mas nao pelos  fatores
Melatonina/Controle  [F(3,20)=1,2449, P>0,05] e interacéo
[F(3,20)=0,9258, P>0,05]. O teste post-hoc de Newman-Keuls ndo
encontrou indicou diferencas significativas entre os grupos.

Os niveis de DOPAC ndo foram modificados
significativamente pelos fatores experimentais [F(3,20)=1,1381,
P>0,05], Melatonina/Controle [F(3,20)=0,7999, P>0,05] e
interacdo [F(3,20)=0,4001, P>0,05]. A Tabela 4 apresenta os
resultados dos niveis de noradrenalina, serotonina, seus
metabdlitos (MHPG e 5-HIIAA, respectivamente) e o turnover no
estriado. Como demonstrado, os fatores experimentais nao
tiveram efeito significativo nesses parametros.
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Figura 37 — Efeitos da administracdo intranasal de NaDMDC e do
tratamento com melatonina sobre os niveis de dopamina, DOPAC e o
turnover no bulbo olfatério e estriado de camundongos.
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Legenda: Os animais (n=6/grupo) foram pré-tratados com melatonina (30
mg/kg, i.p.) ou Controle, 1 hora antes da administracdo de 1 mg/narina/dia
de NaDMDC ou Controle por 4 dias consecutivos. As amostras foram
coletadas 24 horas apés a ultima administragdo de NaDMDC. Os dados
foram estatisticamente analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo
teste post-hoc de Newman-Keuls e representam a média + EPM. &
P<0,05 em relacao ao efeito NaDMDC/Controle.



169

Tabela 3 - Efeitos da administracdo intranasal de NaDMDC e do tratamento com melatonina sobre os niveis de
noradrenalina, 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol, serotonina e &acido 5-hidroxiindolacético no bulbo olfatério de
camundongos.

Analit NA ng/mg MHPG MHPG/ 5-HT 5-HIAA 5-HIAA/
nalito
ng/mg NA ng/mg ng/mg 5-HT
) 5,697 0,9376 0,1504 9,112 4,322 0,4808
Média + EPM grupo Controle
+0,698 +0,259 +0,038 +1,212 +0,729 +0,052
) 7,102 1,864 0,2634 14,20 5,849 0,4173
Média + EPM grupo NaDMDC
+0,498 +0,223 +0,026 +1,106* +0,683 +0,048
] ] 6,111 1,741 0,2831 14,93 6,659 0,4621
Média + EPM grupo Melatonina
+0,502 +0,372 +0,057 +1,227* +0,477 +0,052
Média + EPM grupo 5,655 1,493 0,2742 12,19 0,096 0,4236
Melatonina + NaDMDC +0,463 +0,199 +0,049 +1,421 +0,522 +0,018
Fator NaDMDC/Controle: Valor de  0,7103 1,6032 1,5116 0,8977 0,0008 1,1798
F
Fator NaDMDC/Controle: N&o Nao N&o N&o N&o Né&o
Efeito significativo? (P<0,05)
Fator Melatonina/Controle: Valor 0,8429 0,6517 2,8719 2,3569 1,5118 0,0174

de F
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Tabela 3 — Continuacéo.

Fator Melatonina/Controle: Efeito Nao Nao Nao Nao Nao Nao
significativo? (P<0,05)

. N 2,,7322 4,8045 2,0722 9,9144 5,7551 0,0711
Fator interagdo: Valor de F

Fator interagéo: N&o Sim N&o Sim Sim N&o
Efeito significativo? (P<0,05)

Legenda: NaDMDC, dimetilditiocarbamato de sédio. NA, Noradrenalina. MHPG, 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol. 5-HT,
serotonina. 5-HIAA, &cido 5-hidroxiindolacético. EPM, erro padrdo da média. * P<0,05 em comparagdo com 0 grupo
Controle.
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Tabela 4 - Efeitos da administragcdo intranasal de NaDMDC e do tratamento com melatonina sobre os niveis de
noradrenalina, 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol, serotonina e acido 5-hidroxiindolacético no estriado de camundongos.

Analt NA ng/mg MHPG MHPG/ 5-HT 5-HIAA 5-HIAA/
nalito
ng/mg NA ng/mg ng/mg 5-HT
] 7,233 0,1276 0,0177 15,26 14,21 0,9249
Média + EPM grupo Controle
+0,433 +0,049 +0,006 +1,081 +1,638 +0,056
) 10,11 0,7285 0,0122 15,52 17,00 1,117
Média + EPM grupo NaDMDC
+2,515 +0,037 +0,006 +1,057 +2,058 +0,142
) ) 6,425 0,1906 0,0272 17,01 14,06 0,8414
Média + EPM grupo Melatonina
+6,530 +0,067 +0,008 +1,304 +0,770 +0,059
Média + EPM grupo 6,426 0,1212 0,0206 13,99 12,96 0,9272
Melatonina + NaDMDC +0,640 +0,035 +0,006 +0,542 +1,057 +0,070
Fator NaDMDC/Controle: Valor de  0,9027 1,6987 0,7657 1,541 0,2778 2,1998
F
Fator NaDMDC/Controle: N&o N&o N&o N&o Nao Nao
Efeito significativo? (P<0,05)
Fator Melatonina/Controle: Valor 1,7322 1,2157 1,2492 0,7815 1,2076 3,7796

de F
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Tabela 4 — Continuagéo.

Fator Melatonina/Controle: Efeito ~ N&o Nao Nao Nao Nao Nao
significativo? (P<0,05)
) - 0,6224 0,0470 0,0551 0,5726 1,0208 1,0650
Fator interagdo: Valor de F
Fator interac&o: N&o N&o N&o N&o Né&o Né&o

Efeito significativo? (P<0,05)

Legenda: NaDMDC: dimetilditiocarbamato de sédio; NA: Noradrenalina; MHPG: 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol; 5-HT:
serotonina; 5-HIAA: acido 5-hidroxiindolacético; EPM: erro padrdo da média.
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3.5.8 O tratamento com melatonina protege contra déficit
motor tardio induzido pela administragcdo intranasal de
NaDMDC

A Figura 38 apresenta os dados comportamentais das
avaliacdes realizadas até o 35° dia apds a ultima administracéo de
NaDMDC. A distancia total percorrida (Fig. 38 A) no teste do
campo aberto, no dia 4 foi alterada significativamente pelos fatores
NaDMDC/Controle [F(3,25)=5,2523, P<0,05] e
Melatonina/Controle [F(3,25)=10,2339, P<0,05], mas ndo pela
interacdo destes fatores [F(3,25)=4,1903, P>0,05]. O teste de
Newman-Keuls demonstrou que a administragcéo i.n. de NabDMDC
provocou uma reducdo significativa (P<0,05) na distancia
percorrida, em comparacao aos animais do grupo controle, e que
o tratamento com melatonina foi eficaz em prevenir este déficit
(P<0,05). Da mesma forma, o numero de entradas no centro (Fig.
38 B) também demonstrou efeito significativo dos parametros
NaDMDC/Controle [F(3,25)=6,96, P<0,05] e Melatonina/Controle
[F(3,25)=4,9435, P<0,05], mas ndo da interacado [F(3,25)=3,6662,
P>0,05]. O teste post-hoc de Newman-Keuls indicou que, assim
como no parametro anterior, o NaDMDC provocou redugdo no
namero de entradas no centro (P<0,05) e o tratamento com
melatonina preveniu significativamente (P<0,05) o aparecimento
deste déficit locomotor. No entanto, o tempo de permanéncia no
centro (Fig. 38 C) ndo foi alterado pelos fatores avaliados no
experimento {NaDMDC/Controle [F(3,25)=2,7124, P>0,05],
Melatonina/Controle  [F(3,25)=1,786, P>0,05] e interagdo
[F(3,25)=2,2544, P>0,05]}.

Quanto aos resultados obtidos no teste do campo aberto
realizado no dia 33, os principais parametros avaliados nao foram
alterados por nenhum dos fatores: distancia total percorrida (Fig,
38 A) {NaDMDC/Controle [F(3,25)=3,473, P>0,05],
Melatonina/Controle  [F(3,25)=3,3089, P>0,05] e interacéo
[F(3,25)=1,3914, P>0,05]}; nimero de entradas no centro (Fig. 38
B) {NaDMDC/Controle [F(3,25)=1,8506, P>0,05],
Melatonina/Controle  [F(3,25)=0,5148, P>0,05] e interacéo
[F(3,25)=0,7628, P>0,05]}; e o tempo de permanéncia no centro
(Fig. 38 C)) {NaDMDC/Controle [F(3,25)=0,0359, P>0,05],
Melatonina/Controle  [F(3,25)=1,0135, P>0,05] e interacéo
[F(3,25)=0,992, P>0,05]} ndo foram alterados pelos fatores
avaliados no estudo.
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A Figura 38 D, apresenta dos dados obtidos no teste do
ENS, em diferentes tempos apés a administracao de NaDMDC e
melatonina. Os fatores NaDMDC/Controle [F(3,25)=0,0583,
P>0,05], Melatonina/Controle [F(3,25)=0,0168, P>0,05] e tempo
[F(3,25)=0,0075, P>0,05] ndo tiveram efeito significativo sobre
esse parametro, como demonstrado pela ANOVA de duas vias
com medidas repetidas. No entanto, a interacdo entre os 3 fatores
apresentou efeito significativo [F(3,25)=3,2131, P<0,05]. O teste
de multiplas comparacfes nao encontrou diferencas significativas
(P>0,05) entre os grupos experimentais.

Quanto ao tempo de laténcia para a queda, avaliado pelo
teste do rotarod (Fig. 38 E), os fatores NaDMDC/Controle
[F(3,25)=31,738, P<0,05], melatonina veiculo [F(3,25)=2,226,
P<0,05], tempo [F(3,25)=39,874, P<0,05] e a interagédo
[F(3,25)=3,654, P<0,05], apresentaram efeitos significativos. O
teste post-hoc de Newman-Keuls demonstrou que nos dias 14, 21,
28 e 35, houve uma redugéo significativa (P<0,05) no tempo de
laténcia para a queda nos animais do grupo NaDMDC em
comparacdo aos animais do grupo controle, e que o tratamento
com melatonina (grupo Melatonina +NaDMDC) significativamente
(P<0,05) inibiu este efeito do ditiocarbamato, nestes mesmos
tempos.
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Figura 38 — Efeitos da administracdo intranasal de NaDMDC e do
tratamento com melatonina sobre a fungéo motora e estado neurolégico
geral de camundongos.
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Legenda: Os animais (n=7-9/grupo) foram pré-tratados com melatonina
(30 mg/kg, i.p.) ou Controle, 1 hora antes da administracdo de 1
mg/narina/dia de NaDMDC ou Controle por 4 dias consecutivos.
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Continuagéo da legenda da Figura 38: Os animais foram submetidos aos
testes do campo aberto (dia 4 e 33) (A, B e C), escore neuroldgico de
severidade (ENS) (basal e dias 2, 6, 13, 20, 27 e 34) (D) e rotarod (basal
e dias 7, 14, 21, 28 e 35) (E). (A) Distancia total percorrida. (B) Namero
de entradas no centro, (C) Tempo de permanéncia no centro. Os dados
foram analisados estatisticamente por ANOVA de duas vias com medidas
repetidas. A analise de mdultiplas comparacdes para os parametros do
campo aberto e rotarod foram feitas pelo teste post-hoc de Newman-
Keuls e os dados sdo expressos como a média + EPM. As mudltiplas
comparac0Oes para o ENS foram feitas pelo teste de Mann-Whitney com
correcdo de Bonferroni. Os dados s&o expressos como a mediana +
intervalo interquartil. * P<0,05 comparado ao grupo Controle + Controle.
# P<0,05 comparado ao grupo Controle + NaDMDC.

3.5.9 O tratamento com melatonina protege contra a reducéao
tardiano imunoconteldo de tirosina hidroxilase induzida pela
administracao intranasal de NabDMDC

A andlise por Western blotting do imunocontetddo de TH no
BO (Fig. 39 A) demonstrou que os fatores estudados néo
alteraram significativamente este parametro {NaDMDC/Controle
[F(3,20)=4,141, P>0,05], Melatonina/Controle [F(3,20)=0,907,
P>0,05] e interacao [F(3,20)=0,113, P>0,05]}. No estriado (Fig. 39
B), o imunocontetdo de TH foi alterado significativamente pelos
fatores NaDMDC/Controle  [F(3,20)=6,0925, P<0,05] e
Melatonina/Controle [F(3,20)=5,847, P<0,05], mas nao pelo fator
interacdo [F(3,20)=1,5339, P>0,05]. O teste de mudltiplas
comparacdes evidenciou uma reducdo significativa (P<0,05) no
grupo NaDMDC, em relagdo ao grupo controle. A reducdo no
imunocontetdo de TH ndo ocorreu nos animais que receberam o
tratamento com melatonina, sendo que houve diferenca
significativa (P<0,05) do grupo Melatonina + NaDMDC, em
comparagdo com o grupo NaDMDC. A ANOVA de duas vias
demonstrou que o imunocontetdo de DAT néo foi alterado no BO
(Fig. 39 C) {NaDMDC/Controle [F(3,20)=0,9761, P>0,05],
Melatonina/Controle  [F(3,20)=0,0279, P>0,05] e interacédo
[F(3,20)=0,2483, P>0,05]} e no estriado (Fig. 39 D)
{NaDMDC/Controle [F(3,20)=0,0569, P>0,05],
Melatonina/Controle  [F(3,20)=0,2042, P>0,05] e interacéo
[F(3,20)=0,8239, P>0,05]} pelos fatores experimentais.
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Figura 39 — Efeitos da administracdo intranasal de NaDMDC e do
tratamento com melatonina sobre o imunoconteddo de tirosina hidroxilase
e do transportador de dopamina no estriado de camundongos.
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Legenda: Os animais (n=6/grupo) foram pré-tratados com melatonina (30
mg/kg, i.p.) ou Controle, 1 hora antes da administragcéo de 1 mg/narina/dia
de NaDMDC ou Controle por 4 dias consecutivos. As amostras foram
coletadas 35 dias ap0s a ultima administragcdo de NaDMDC. TH, tirosina
hidroxilase; DAT, transportador de dopamina Os dados foram
estatisticamente analisados por ANOVA de duas vias seguida do teste
post-hoc de Newman-Keuls e representam a média + EPM. * P<0,05 em
relacéo ao grupo Controle.
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3.5.10 A administracéo intranasal de NaDMDC e o tratamento
com melatonina n&o influenciam de forma tardia o
imunoconteldo de receptores melatoninérgicos MT1 e MT2
no bulbo olfatério e estriado de camundongos

A avaliacao tardia (35 dias ap0s a Ultima administracéo de
NaDMDC) do imunocontetdo dos receptores melatoninérgicos
MT1 e MT2 mostrou auséncia de alteracdes significativas no BO
(Fig. 40, A e C) e estriado (Fig. 40, B e D) dos fatores estudados
sobre MT1 {BO: NaDMDC/Controle [F(3,20)=0,0094, P>0,05],
Melatonina/Controle  [F(3,20)=0,0566, P>0,05] e interacédo
[F(3,20)=0,6479, P>0,05]; estriado: NaDMDC/Controle
[F(3,20)=1,0647, P>0,05], Melatonina/Controle [F(3,20)=0,0119,
P>0,05] e interacdo [F(3,20)=0,0377, P>0,05]} e MT2 {BO:
NaDMDC/Controle [F(3,20)=0,0051, P>0,05], Melatonina/Controle
[F(3,20)=0,2558, P>0,05] e interagdo [F(3,20)=2,3743, P>0,05];
estriado: NaDMDC/Controle [F(3,20)=0,3672, P>0,05],
Melatonina/Controle  [F(3,20)=0,8287, P>0,05] e interagéo
[F(3,20)=0,1752, P>0,05]}.
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Figura 40 — Efeitos da administracdo intranasal de NaDMDC e do
tratamento com melatonina sobre o imunoconteldo de receptores
melatoninérgicos MT1 e MT2 no bulbo olfatério e estriado de
camundongos.
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Legenda: Os animais (n=6/grupo) foram pré-tratados com melatonina (30
mg/kg, i.p.) ou Controle, 1 hora antes da administragcéo de 1 mg/narina/dia
de NaDMDC ou Controle por 4 dias consecutivos. As amostras foram
coletadas 35 dias ap0s a ultima administracdo de NaDMDC. Os dados
foram estatisticamente analisados por ANOVA de duas vias seguida do
teste post-hoc de Newman-Keuls e representam a média + EPM.
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3.6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste capitulo evidenciam a
modulagéo do sistema melatoninérgico pela administracéo i.n. de
NaDMDC em camundongos, além de refor¢car os dados obtidos no
capitulo anterior com relacdo a acdo prd-oxidante deste
ditiocarbamato. Demonstrou-se ainda a atividade neutroprotetora
da melatonina exdgena, caracterizada pela prevencdo do
aparecimento de déficits comportamentais (precoces e tardios),
estresse  oxidativo/nitrosativo, neuroinflamacdo, além de
alteracbes na via dopaminérgica nigroestriatal induzidos pela
administracado i.n. de NaDMDC em camundongos.

Nossos resultados demonstraram pela primeira vez que a
administracéo i.n. de NaDMDC é capaz de provocar aumento nos
niveis diurnos de melatonina em estruturas encefédlicas. Este
aumento foi transitério, no caso do hipocampo, enquanto que no
BO permaneceu até o sétimo dia apds a Ultima administracdo do
ditiocarbamato. Tendo em vista a caracteristica anfifilica da
melatonina, a qual permite que a producdo advinda dos
pinealdcitos seja distribuida uniformemente pelo encéfalo, além do
fato de que as estruturas foram coletadas durante o dia, quando
producao pela glandula pineal é baixa, é possivel que grande parte
da melatonina quantificada seja proveniente de fontes
extrapineais.

A producao extrapineal de melatonina no encéfalo pode ter
origem em astrécitos, como apresentado no trabalho de Liu e
colaboradores (2007), onde demonstrou-se que astrécitos do
cortex cerebral de ratos sdo capazes de sintetizar melatonina in
vitro. Além disso, este estudo demonstrou a presenca de
serotonina, precursora da melatonina, e das enzimas AANAT e
ASMT, responsaveis pela sintese deste hormodnio nestas mesmas
células. Ainda, a producdo astrocitaria demonstrou ndo sofrer
alteracbes do ciclo circadiano, como é o caso da producao pela
glandula pineal.

Além de astrocitos, a microglia também pode ser
responsavel pela producéo local de melatonina no SNC (MARKUS
et al., 2007). No estudo de Pinato e colaboradores (2015)
demonstrou-se a colocalizacdo da enzima AANAT com a proteina
IBA-1 (marcacao para micrdglia) no cortex, hipocampo e cerebelo
de ratos submetidos a administracdo de lipopolissacarideo (LPS)
nos ventriculos laterais. O aumento da producdo de melatonina
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extrapineal foi relacionada com uma neuroprotecao de neurbnios
cerebelares. Da mesma forma, em nosso estudo, 0 aumento da
producdo de melatonina no BO pode estar relacionado a uma
protecdo deste tecido. No capitulo 2 deste trabalho,
demonstramos que ndo ocorre alteracdo da permeabilidade da
membrana celular e os niveis de EROs sao normalizados 24 horas
apos a ultima administracdo de NaDMDC, neste tecido. Estes
dados diferem dos encontrados no estriado, onde ocorreu
aumento da permeabilidade da membrana e os niveis de EROs
permaneceram elevados no tempo de 24 horas. A seletividade do
BO e hipocampo para a producdo de melatonina apds a
administracdo i.n. de melatonina ainda necessitam de mais
estudos para sua melhor compreensao.

Considerando a literatura demonstrando os efeitos
benéficos da melatonina em modelos animais da DP induzidos
pela administracéo de toxinas, além do possivel efeito protetor da
producdo de melatonina endégena no BO apds a administracéo
de NaDMDC, investigamos as propriedades protetoras da
administracdo de 3 diferentes doses de melatonina.
Demonstramos pela primeira vez que a administracdo de
melatonina foi capaz de proteger contra os déficits motores
provocados pela administracdo i.n. de NaDMDC. As doses de 10
mg e 30 mg/kg foram eficazes em proteger contra a reducao da
locomocdo no campo aberto, enquanto a dose de 30 mg/kg
protegeu contra 0 aumento no ENS no dia 2. Estudos prévios tém
demonstrado que a melatonina pode atuar por diferentes
mecanismos em diferentes doses. Doses baixas estdo
relacionadas a acdo protetora dependente da ativacdo de seus
receptores MT1 e MT2 e aumento das defesas antioxidantes,
enguanto doses mais elevadas estao relacionadas a propriedade
neutralizadora (“scavenger”) de radicais livres da molécula de
melatonina (MARTIN et al., 2014). Neste sentido, tendo em vista o
aumento da producdo de EROs induzido pela administracéo i.n.
de NaDMDC, nossos dados indicam que a melatonina pode estar
atuando combatendo o estresse oxidativo e, possivelmente,
evitando alteragbes neuronais nestes animais.

Com o intuito de aprofundar o entendimento sobre a
toxicidade do NaDMDC, assim como investigar o efeito
neuroprotetor da melatonina sobre esta toxicidade, avaliamos o
imunocontetdo de trés metabdlitos produzidos em situagbes de
estresse oxidativo/nitrosativo, 3-NT, 4-HNE e MDA, 24 horas apés
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a Ultima administracdo de NaDMDC, no BO, cértex pré-frontal,
hipocampo, estriado e cerebelo. A 3-NT é formada pela nitragéo
do aminoacido L-tirosina, ou de proteinas que contém este
aminodcido. A nitracdo pode ser feita por diversas espécies
reativas como o peroxinitrito (ONOy’), o qual provém da reacdo do
anion superoxido (O27) com o 6xido nitrico (NO). Ambos podem
ser provenientes da atividade de células fagociticas (AHSAN,
2013). O 4-HNE é um aldeido formado pela peroxidacao lipidica,
o qual pode reagir faciimente com diversas moléculas de baixo
peso molecular, assim como macromoléculas, tais como proteinas
e DNA, envolvendo-se na patogénese de diferentes doencas
(BARRERA et al., 2015). Selley (1998) demonstrou que existe um
aumento na concentragdo de 4-HNE no LCR e no plasma de
individuos com a DP. Além disso, Selley (1998) demonstrou que a
administracdo de diferentes doses de 4-HNE, diretamente na SN
de camundongos, leva a uma deplecdo de GSH, dependente da
dose. Assim como o 4-HNE, o MDA também é um aldeido
produzido pela peroxidacéo lipidica, principalmente de acidos
graxos poli-insaturados. Embora estudos demonstrem o aumento
de MDA na SN de individuos com a DP, a relacdo dos niveis
periféricos de MDA com o desenvolvimento da DP ainda é
controversa; os resultados variam entre aumento, aumento sem
correlagdo com o estagio da doenca, ou ainda, nenhuma alteracao
(DIB et al., 2002; GOKCE COKAL et al., 2017).

Observou-se que a administracdo i.n. de NaDMDC levou a
um aumento de 4-HNE no BO, o qual foi prevenido pela
administracdo de melatonina. Além disso, o fator
NaDMDC/Controle provocou um aumento no imunocontetdo de
3-NT e MDA nesta estrutura. Por outro lado, reforcando os dados
obtidos no capitulo anterior, o estriado revelou ser mais
susceptivel a atividade pré-oxidativa do NaDMDC; os 3
parametros foram aumentados significativamente nos animais que
receberam o ditiocarbamato. Além disso, a melatonina foi eficaz
em prevenir 0 aumento no imunoconteddo de 3-NT e 4-HNE,
reforcando a atividade antioxidante e neuroprotetora desta
molécula.

Estudos prévios tém descrito o potencial antioxidante da
melatonina (POEGGELER et al., 1994; MANCHESTER et al.,
2015). Esta atividade pode ser produzida diretamente por seu
mecanismo neutralizador de radicais livres, ou por vias mediadas
pela ativacdo de receptores. Neste sentido, apés a molécula de
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melatonina neutralizar duas espécies reativas, ocorre a formacao
da 3-hidroximelatonina ciclica (3-OHMc), a qual, assim como 0s
metabdlitos posteriores, AFMK e AMK, tem a capacidade de
neutralizar radicais hidroxil, peroxidos de hidrogénio, oxigénio
singlet, entre outros, de forma estequiométrica (HARDELAND;
TAN; REITER, 2009; REITER et al., 2016). A capacidade da
melatonina e trés “geracfes” de seus metabdlitos de neutralizar
espécies reativas é conhecida como cascata antioxidante da
melatonina. Além disso, a ativacao de receptores MT1 e MT2 pode
estimular a atividade e a expressdo de enzimas antioxidantes,
como a glutationa peroxidase e a glutationa redutase, e aumentar
a sintese de glutationa, atuando de maneira sinérgica para
aumentar o potencial redutor das células (REITER et al., 2016).

O hipocampo e o coértex pré-frontal também apresentaram
aumento de marcadores de estresse oxidativo devido a
administracdo i.n. de NaDMDC. Entretanto nenhuma alteracdo
significativa foi encontrada no cerebelo destes animais. Esta
estrutura parece ser menos susceptivel a toxicidade exercida pela
administracao i.n. de NaDMDC.

Para avaliagdo da participacdo da neuroinflamacdo na
toxicidade inicial produzida pelo NaDMDC, avaliou-se os niveis de
TNF-a. Como ja discutido anteriormente, o TNF-a & um
componente chave da resposta neuroinflamatéria e esta envolvido
nos mecanismos neuropatolégicos das doencas
neurodegenerativas (OLMOS; LLADO, 2014). A administracao i.n.
de NaDMDC levou a um aumento significativo do TNF-a no
estriado e no BO dos animais. Neste sentido, assim como ocorre
com outras toxinas, como MPTP, 6-OHDA, rotenona e paraquat, a
inducdo deste aumento inicial dos niveis de TNF-a pode estar
relacionada com a producdo de danos oxidativos as células e
liberacdo de moléculas que iniciam o processo inflamatério, como
padrbes moleculares associados ao dano (DAMPs, do Inglés:
damage-associated molecular patterns) (CEBRIAN; LOIKE;
SULZER, 2015).

A administracdo de melatonina foi capaz de prevenir o
aumento de TNF-a no BO, acdo que pode estar relacionada com
sua atividade antioxidante neuroprotetora. No entanto, diversos
estudos demonstraram que a melatonina possui atividade anti-
inflamatdria através de mecanismos de inibicdo da producdo de
citocinas proé-inflamatérias, aumento da produgdo de citocinas
anti-inflamatérias, inibicdo da expressao das enzimas 6xido nitrico
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sintase (ONS), ciclooxigenase (COX), além da inibi¢cdo de fatores
de transcricao como o fator nuclear kappa-B (NFk-B) (ESPOSITO;
CUZZOCREA, 2010; MARKUS; CECON; PIRES-LAPA, 2013;
MAURIZ et al., 2013). A administracdo de melatonina néo alterou
os niveis de TNF-a e ndo foi capaz de prevenir o aumento
induzidos pelo NaDMDC no estriado. A diferenca entre o efeito da
melatonina no BO e no estriado pode estar relacionada com a
maior susceptibilidade do estriado a toxicidade exercida pelo
NaDMDC, como ja indicado pelos nossos resultados descritos no
capitulo anterior.

A avaliacdo do imunocontetdo de TH no estriado, 24 h apds
a Ultima administracao i.n. de NaDMDC demonstrou um aumento
nos animais que receberam o ditiocarbamato, corroborando os
dados apresentados no capitulo anterior para o tempo de 7 dias.
Como discutido anteriormente, este efeito pode ocorrer devido a
tentativa de normalizacdo da transmissédo dopaminérgica alterada
pelo NaDMDC. Entretanto, levando em consideragdo os dados
obtidos de aumento do imunocontetdo de 3-NT, podemos inferir a
ocorréncia da nitragdo da tirosina, precursora da dopamina, e da
enzima TH, como possiveis mecanismos de interferéncia na
transmissdo dopaminérgica. A nitracdo e, por consequéncia, a
inativacdo da TH, ja demonstrou ter importancia na toxicidade
exercida pelo MPTP, como apresentado no estudo de Ara e
colaboradores (1998), onde células PC12 expostas ao MPP*,
assim como neurénios estriatais de camundongos que receberam
MPTP, demonstraram um aumento da nitracao seguido pela perda
da atividade da TH. Ainda, o aumento das defesas antioxidantes
pela superexpressdo da enzima superdxido dismutase (SOD)
levou a uma protecdo contra a nitracdo da enzima TH.

Com relacéo aos receptores melatoninérgicos, realizamos a
avaliacdo do imunocontetdo de MT1 e MT2 no BO e estriado 24
h ap6s a Ultima administracdo i.n. de NaDMDC. A administracédo
de NaDMDC levou ao aumento do imunocontetdo de MT2 no BO.
Os receptores melatoninérgicos sdo acoplados principalmente a
proteinas Gai, € a reducdo dos niveis intracelulares de AMP
ciclico é a via de sinalizagdo mais comum desencadeada apds sua
ativacdo (CECON; OISHI; JOCKERS, 2017). A localizagdo destes
receptores no BO ja foi demonstrada e pode estar relacionada a
funcéo olfatdria, e 0s seus niveis nesta estrutura apresentam uma
variagao circadiana, demonstrando a importancia da concentragédo
de melatonina na sua regulacdo (CORTHELL; OLCESE;
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TROMBLEY, 2014). Além disso, através da ativacdo de seus
receptores, a melatonina pode atuar reduzindo o estresse celular,
através da inducdo do aumento das defesas antioxidantes e de
detoxificacdo, além de modular vias de sinalizacdo intracelular,
como ERK-MAPK, JNK/SAPK e Bcl2/Bax, resultando na inibi¢cao
da apoptose (LUCHETTI et al., 2010).

A quantificagdo de neurotransmissores demonstrou que
houve o aumento dos niveis de serotonina no BO provocado tanto
pela administracdo de NaDMDC, quanto pela administracdo de
melatonina. A serotonina é produzida através da conversao do
triptofano a 5-hidroxitriptofano, pela enzima triptofano hidroxilase,
entdo a enzima aminoacido descarboxilase realiza a sintese deste
neurotransmissor, o qual pode ser convertido a melatonina através
de enzimas ja citadas anteriormente. O aumento de serotonina
pela administracdo i.n. de NaDMDC corrobora nossos dados
demonstrando um aumento da melatonina neste mesmo tempo.
Neste sentido, Sun e colaboradores (SUN et al., 2002)
demonstraram que existe um pico circadiano da producdo de
serotonina pela glandula pineal precedendo o pico de produgéo de
melatonina, reforcando a relacdo entre a sintese das duas
moléculas. Por outro lado, a regulagéo da producgédo de serotonina
pela melatonina ainda nédo estd bem descrita na literatura, portanto
mais estudos sdo necessarios para melhor compreensao do nosso
resultado demonstrando que a administracdo i.p. de melatonina
durante quatro dias consecutivos leva ao aumento dos niveis de
serotonina no BO.

No estriado, a analise de variancia demonstrou que houve
uma reducéo de dopamina nos animais que receberam NaDMDC,
embora o teste de multiplas comparacdes ndo tenha apontado
diferengcas entre os grupos. Essa redug¢do demonstrada vai de
encontro com o0s dados apresentados neste estudo, onde
farmacos que aumentam a transmissdo dopaminérgica foram
capazes de restaurar déficits motores induzidos pela
administracao do ditiocarbamato. Ainda, essa alteracdo nos niveis
de dopamina pode ser responsavel pela tentativa de normalizacéo,
através do aumento do imunoconteldo de TH encontrado nesta
estrutura.

Com o intuito de observar as alteracbes comportamentais e
neuroquimicas a longo prazo, induzidas pela administracéo i.n. de
NaDMDC, assim como verificar o possivel efeito neuroprotetor da
melatonina sobre essas alteracdes, realizamos as avaliacdes
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comportamentais até o 35° dia apds a Ultima administracdo i.n. de
NaDMDC e, posteriormente, do imunoconteddo de TH, DAT, MT1
e MT2.

A avaliagdo da atividade locomotora realizada no campo
aberto no 4° dia ap6s o fim do tratamento i.n. com NaDMDC
confirmou os dados obtidos anteriormente em relagéo a toxicidade
do NaDMDC e o efeito protetor da melatonina neste parametro.
Entretanto, o teste do campo aberto realizado no dia 33
demonstrou que ndo houve diferenca nos parametros distancia
percorrida e numero de entradas no centro, os quais foram
alterados no 4° dia, sugerindo uma possivel reversao espontanea
destes déficits.

A andlise estatistica ndo demonstrou diferenca entre os
grupos experimentais na avaliacdo do ENS, embora a magnitude
do efeito entre o grupo NaDMDC e o grupo Controle tenha sido
semelhante ao demonstrado em experimentos anteriores. Este
fato pode ter ocorrido devido a diferenca entre as andlises
estatisticas utilizadas, as quais foram alteradas para ajustar-se ao
desenho experimental. Por outro lado, nossos resultados
demonstraram que a administragdo i.n. de NaDMDC foi capaz de
promover uma reduc¢ao no tempo de laténcia para a queda no teste
do rotarod, a qual foi estatisticamente significativo a partir do 14°
dia, e assim permaneceu até o 34° dia apds a Ultima administracao
do ditiocarbamato. Estes prejuizos na funcdo motora foram
atenuados pela administragdo de melatonina. Embora nossos
dados demonstraram que a administracdo de NaDMDC néo
provoca alteracbes iniciais em pardmetros de estresse
oxidativo/nitrosativo no cerebelo, estrutura chave na realizacao
desta tarefa, estudos demonstraram que a deplecdo
dopaminérgica estriatal pode levar a déficits nesse parametro
(SHIOTSUKI et al., 2010). O tempo de permanéncia do déficit
indica o possivel envolvimento de mecanismos néo reversiveis,
como a morte neuronal, na toxicidade do NaDMDC. Déficits de
comportamentais de longo prazo, os quais foram prevenidos pela
administracdo de melatonina ja foram demonstrados com outras
toxinas dopaminérgicas (MACK et al., 2016).

A avaliacdo do imunocontetdo de TH revelou que a
administracdo i.n. de NaDMDC provocou uma reducao
significativa neste parametro 35 dias apés o fim do tratamento.
Esta reducdo pode estar relacionada com um dano oxidativo inicial
nos neurdnios da via nigroestriatal, como foi caracterizado pelos
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nossos dados anteriores, apresentando aumento de EROs, dano
a membrana celular e aumento de metabdlitos advindos de danos
oxidativos e nitrosativos nesta estrutura. Além disso, a
administracdo de melatonina foi capaz de proteger contra esta
alteracgéo, reforcando seu papel neuroprotetor contra a toxicidade
exercida pelo NaDMDC.

3.7 CONCLUSOES

Os dados apresentados neste capitulo reforcam a atividade
neurotéxica do NaDMDC, provocando aumento em diversos
parametros do estresse oxidativo/nitrosativo, além de interferir
com os sistemas dopaminérgico e melatoninérgico, provocando
déficits comportamentais duradouros. Além disso, demonstrou-se
a capacidade da melatonina em proteger contra os danos
provocados por este ditiocarbamato, destacando mais uma vez o
grande potencial desta molécula em gerar protecdo a neurénios
submetidos a quadros de estresse agudo e crénico.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Através de abordagens comportamentais, bioquimicas e
neuroquimicas demonstramos, pela primeira vez, que a
administracdo i.n. repetida de NaDMDC ¢é capaz de provocar
danos motores duradouros em camundongos. Esta toxicidade
parece atingir neurdnios dopaminérgicos da via nigro-estriatal,
uma vez que o estriado mostrou-se mais susceptivel aos danos
oxidativos causados por esta molécula, e a administracdo de
drogas dopaminérgicas revelou-se capaz de recuperar, mesmo
gue parcialmente, os danos provocados pelo ditiocarbamato.
Tendo em vista a recente relacdo proposta para o envolvimento do
DMDC com a etiopatologia da DP, estes dados sdo de grande
importancia por destacar o potencial toxico desta molécula em
mamiferos. Ainda, ressaltamos a importancia da via olfatéria no
presente estudo, a qual demonstrou ser mais eficaz na producéo
dos efeitos toxicos do NaDMDC, em comparacao a via sistémica,
e tem como vantagem a capacidade de mimetizar uma via comum
de contaminagdo ambiental a que o0s seres humanos estdo
expostos. Por outro lado, demonstramos que a administracéo i.n.
de NaDMDC provoca um aumento dos niveis de melatonina e dos
receptores MT2 no BO, e que este pode ser um possivel
mecanismo de defesa nesta estrutura contra producdes agudas de
espécies reativas, evitando, desta forma, maiores danos
neuronais. O tratamento com melatonina exdgena também
demonstrou ser capaz de proteger os neurdnios, ndo sé do BO,
como também do estriado e do coértex pré-frontal, dos danos
oxidativos provocados pelo NaDMDC. Além disso, este neuro-
hormdnio foi capaz de evitar a neuroinflamacgéo e altera¢bes no
sistema dopaminérgico estriatal. Desta forma, preveniu o
surgimento de déficits comportamentais motores, demonstrando
assim, o grande potencial neuroprotetor deste neuro-horménio.
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