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RESUMO

H4& uma associagdo entre doencas metabdlicas e doencas
neurodegenerativas. Nesse sentido, tem sido demonstrado que pacientes
com diabetes mellitus do tipo 2 apresentam maiores riscos de desenvolver
doencas neurodegenerativas como a doenga de Alzheimer (DA). Por
outro lado, também ha evidéncias de que pacientes portadores de DA
apresentam alteracdo no metabolismo. No entanto, ndo ha estudos
associando a possivel relagdo entre a doenca de Parkinson (PD) e
alteragdes no metabolismo. Considerando que ha relacdo entre DA e
desfechos metabolicos e que a PD é um tipo de doenca neurodegenerativa,
este trabalho visa avaliar possiveis alteragdes na homeostase metabélica
decorrentes de alteragbes neuroldgicas semelhantes  aquelas
caracterizadas na PD. Para tal, reproduzimos um modelo de prejuizo
motor induzido pela administracdo bilateral de 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) no estriado dorso lateral em ratos jovens e avaliamos desfechos
motores e metabolicos 7, 21 e 35 dias apds a inoculacéo da toxina. Além
disso, no 32° dia do protocolo experimental, foi iniciado o tratamento com
dexametasona (i.p.) com o intuito de desafiar o metabolismo e revelar
possiveis vulnerabilidades metabdlicas, haja vista a a¢do diabetogénica
dos glicocorticoides. Os animais 6-OHDA e 6-OHDA+Dexa
apresentaram prejuizo na locomogdo espontanea e no comportamento
exploratério, quando comparados ao grupo Controle, 7 dias apds a
administragdo da neurotoxina. Foi possivel observar que a 6-OHDA foi
capaz de manter o prejuizo motor, 35 dias apds a cirurgia estereotaxica.
Também foi observado que administracéo bilateral de 6-OHDA foi capaz
de promover prejuizo na coordenagdo motora dos animais 6-OHDA e 6-
OHDA+Dexa no 7°, 21° e 35° dia do protocolo experimental, quando
comparados aos animais Controle. Os grupos Dexa e 6-OHDA+Dexa
apresentaram redugdo no ganho de massa corporal, mesmo com uma
semelhante ingestdo cal6rica, quando comparados aos demais grupos
experimentais, Controle e 6-OHDA, 0s quais apresentaram ganho de peso
continuo ao longo do tratamento. Os ratos Dexa e 6-OHDA+Dexa
apresentaram normoglicemia associada a hipertriacilgliceridemia,
aumento no contetido de glicogénio e triacilglicerol hepatico, reducdo da
toleréncia & glicose e da sensibilidade & insulina. Em contrapartida, o
grupo 6-OHDA, ndo apresentou diferengas nesses parametros, quando
comparado ao grupo Controle. Deste modo, concluimos que a leséo
bilateral no estriado dorsolateral com 6-OHDA causa prejuizos motores
persistentes e ndo exacerba qualquer efeito adverso causado pelo excesso



de GC no metabolismo glicémico e lipidico. Com isso, é possivel afirmar
gue, a0 menos nesse modelo, as alteragcdes centrais ndo promovem
alteracdes periféricas metabolicas.

Palavras chave: Parkinson, metabolismo, dexametasona.



ABSTRACT

There is a real combination between metabolic diseases and
neurodegenerative diseases. Therefore, it has been shown that patients
with type 2 diabetes mellitus are at greater risk of developing
neurodegenerative diseases such as Alzheimer's disease (AD). On the
other hand, there is also evidence that patients with Alzheimer's disease
have altered metabolism. However, no studies are associating possible
causality between Parkinson's disease (PD) and changes in metabolism.
Considering that, there is a relationship between AD and metabolic
outcomes and that PD is a type of neurodegenerative disease, this study
aims to evaluate possible changes in metabolic homeostasis due to
neurological changes like those characterized in PD. To do so, we
reproduced a model of motor impairment induced by the bilateral
administration of 6-hydroxydopamine (6-OHDA) in the lateral dorsal
striatum in young rats and assessed motor and metabolic outcomes 7, 21
or 35 days after inoculation of the toxin. Also, on the 32nd day of the
experimental protocol dexamethasone (i.p.) treatment was started to
challenge the metabolism and reveal possible metabolic vulnerabilities,
due to the diabetogenic action of glucocorticoids. The 6-OHDA and 6-
OHDA+Dexa animals showed a reduction in spontaneous locomotion
and exploratory behavior when compared to the control group 7 days after
neurotoxin administration. It was observed that 6-OHDA was able to
maintain motor impairment 35 days after stereotactic surgery. It was also
observed that bilateral administration of 6-OHDA was able to promote
impairment in the motor coordination of 6-OHDA and 6-OHDA+Dexa
animals on the 7th, 21st and 35th day of the experimental protocol, when
compared to control animals. The groups Dexa and 6-OHDA+Dexa
showed a reduction in body weight gain, even with similar caloric intake,
when compared to the other experimental groups, Control and 6-OHDA,
which presented continuous weight gain throughout the treatment. Dexa
and 6-OHDA + Dexa rats showed a normoglycemia associated with
hypertriacylglyceridemia, increased glycogen content and hepatic
triacylglycerol and reduced glucose tolerance and insulin sensitivity. In
contrast, the 6-OHDA group showed no differences in these parameters
when compared to the Control group. Thus, we conclude that bilateral
lesion in the dorsolateral striatum with 6-OHDA causes persistent motor
deficits and does not exacerbate any adverse effects caused by excess GC
in glycemic and lipid metabolism. Thus, it is possible to state that, using



this model, the central alterations do not cause metabolic peripheral
alterations

Keywords: Parkinson, metabolism, dexamethasone.
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1. INTRODUCAO
1.1 DOENCA DE PARKINSON EM HUMANOS

A primeira descri¢do da Doenca de Parkinson (PD) foi realizada
por James Parkinson no inicio do século XIX (PEARCE, 1989). Ela ¢é
considerada a segunda doenca neurodegenerativa mais prevalente no
mundo, afetando 1% da populacdo mundial acima dos 60 anos
(SCHAPIRA, 2009), sendo 2 vezes mais comum nos homens (VAN DEN
EEDEN, 2003). A taxa de mortalidade dos pacientes portadores da PD
ndo difere dos individuos ndo parkinsonianos nos 10 primeiros anos pos-
diagndstico, mas ela aumenta drasticamente apds esse periodo (PINTER
et al., 2015). Nos ultimos anos os avancos alcancados nos servigos de
salde tém propiciado um aumento da sobrevida dos pacientes
parkinsonianos (LIX et al., 2010). Sendo assim, é esperado que 0 nimero
de pessoas com PD duplique entre os anos de 2005 e 2030 (DORSEY et
al., 2007).

A doenca é caracterizada pela perda progressiva dos neurénios
dopaminérgicos da substancia negra (SN) que resulta em perda gradual
das fungdes motoras, além de causar problemas neurolégicos ndo motores
como disfuncéo olfatéria, manifestacfes neuropsiquidtricas, disturbios do
sono, disfuncdes autonémicas, hipotenséo postural, prejuizos cognitivos,
entre outros (STERN, LANG & POEWE, 2012). No estagio inicial, a
perda de neurdnios dopaminérgicos € restrita a substancia negra
ventrolateral, com relativa preservacdo de grupamentos neuronais
dopaminérgicos do mesencéfalo, porém, a morte neuronal se difunde nos
estagios mais avancados (FEARNLEY, LEES, 1991). No entanto, €
enganoso reduzir a PD a uma doenga exclusiva da SN. De fato, tem sido
repetidamente demonstrado, nos ultimos 60 anos, que as células
noradrenérgicas do locus coeruleus (LC) também degeneram na doenca
(GREENFIELD, BOSANQUET, 1953; EHRINGER,
HORNYKIEWICZ, 1960; GERMAN et al., 1992; BERTRAND et al,
1997; TOHGI et al., 1997; EHRINGER, HORNYKIEWICZ, 1998).

O diagndstico da PD se d& por meio da presenca dos sinais
motores cardinais: rigidez, tremor e perda do reflexo postural, sendo
necessario o individuo apresentar bradicinesia (lentiddo dos movimentos)
associada a um dos problemas motores mencionados (BEAL, 2005;
RIEDERER, WUKETICH, 1976). Neste contexto 0s pacientes
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apresentam aproximadamente apenas 40% dos neur6nios dopaminérgicos
intactos e a presenca de dopamina no estriado se restringe a
aproximadamente 20-30% da condigdo pré-doenca (RIEDERER,
WUKETICH, 1976).

Ainda nédo se conhece a causa primaria da doenca, porém estudos
epidemiol6gicos a associam com diversos fatores de risco como o
envelhecimento, fatores genéticos e ambientais (e.g. pesticidas,
herbicidas, bifenilos policlorados — PCBs, cobre, tricloroetileno), virus
(e.g. Herpes Simplex — HSV-I, Influenzavirus A) e habitos alimentares
inadequados (e.g. baixo consumo de vitaminas, alta ingestdo calorica)
(MARTTILA et al., 1977; MARTTILA, RINNE, 1978; ELIZAN et al.,
1979; GORELL et al., 1997, 1999; JOHNSON et al., 1999; MATTSON,
2003; LAU, BRETELER, 2006; STEENLAND et al., 2006;
GOLDMAN, 2010, 2011). Evidéncias sugerem que a inflamagéo possui
uma acdo importante na patogénese e sintomatologia da PD. Varios
fatores como a deposi¢do e aglomeragdo acentuada de a -sinucleina,
aumento do estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial e a incidéncia de
eventos neuroinflamat6rios parecem responder pela morte progressiva
dos neurbnios na substancia negra, os quais sdo acompanhados pelo
aumento da expressdo de citocinas inflamatérias (MCGEER et al., 1988;
DAUER, PRZEDBORSKI, 2003; GAO et al., 2003; HUNOT, HIRSCH,
2003; OLANOW et al, 2003; MCGEER, MCGEER, 2004,
MARCHETTI, ABBRACCHIO, 2005; MARCHETTI, 2005,
MARCHETTI, SERRA & L'EPISCOPO, 2005; JENNER, 2007,
KLEGERIS et al., 2007; MCGEER, MCGEER, 2008; TANSEY et al.,
2007; HIRSCH, HUNOT, 2009).

Uma das alteracBes neuropatoldgicas que merece destaque
nesses pacientes € a deposi¢do anormal de a-sinucleina no citoplasma de
certos neurdnios em varias regides cerebrais, promovendo a formacéao de
um agregado proteico, denominado corpos de Lewy (BRAAK et al.,
2003; DAUER, PRZEDBORSKI, 2003). Os corpos de Lewy aparecem,
inicialmente, em neurbnios colinérgcos e monoaminérgicos do tronco
cerebral e em neurbnios do sistema olfatorio, mas também séo
encontrados em regides limbicas e neocorticais conforme a progresséo da
doenca (BRAAK et al., 2003). Portanto, hg, também, perda de neur6nios
colinérgicos, adrenérgicos e serotoninérgicos, responsaveis pelo
aparecimento de sintomas ndo motores como problemas olfatérios, de
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meméria, no sono, ansiedade, depressdo e distirbios digestivos
(CHAUDHURI, 2006).

Vaérios estudos sugerem que 0 comprometimento do sistema de
degradagio da a-sinucleina pode estar relacionado ao seu actimulo. De
fato, individuos idosos apresentam reducdo das fungdes do sistema
ubiquitina-proteassoma e do processo de autofagia lisossomal,
responsaveis pela  degradagdo da a-sinucleina (KAUSHIK,
CUERVO, 2015). Além dos prejuizos causados pelo acamulo de o-
sinucleina, evidéncias tém demonstrado o envolvimento das mitocondrias
como um elemento chave na patogénese da PD. E proposto que o actimulo
de a-sinucleina na organela leva a déficits do complexo | mitocondrial e
consequente aumento do estresse oxidativo, o que de fato pode ser
observado em pacientes com PD (SCHAPIRA, 2007; DE MIRANDA,
VAN & SANDERS, 2016). Estudos também demonstram que neurénios
dopaminérgicos nigrais sdo particularmente vulneraveis ao estresse
oxidativo por variadas raz@es: i) apresentam axdnios ndo mielinizados e
longos, que realizam grande ndmero de sinapses, utilizando mais energia
(BOLAM, PISSADAKI, 2012; PISSADAKI, BOLAM, 2013); ii)
reducdo nos niveis de dopamina citosélica e seus metabo6litos podem
causar estresse oxidativo e toxicidade neural (LOTHARIUS, BRUNDIN,
2002); iii) a disfuncdo mitocondrial e 0 aumento do estresse oxidativo
podem levar a deplecdo e ao comprometimento funcional do sistema de
degradagio da a-sinucleina (DEHAY et al., 2010). Além dos eventos
supracitados, ha evidéncias de que a agregagdo de a-sinucleina induz a
resposta da imunidade inata e adaptativa (RANSOHOFF, 2016) e, por
outro lado, que a neuroinflamacdo também pode promover o
enovelamento incorreto da a-sinucleina (GAO, 2008).

1.2. HOMEOSTASE GLICEMICA E LIPIDICA NO CONTEXTO
SAUDAVEL E NAS DOENGCAS METABOLICAS

A glicose é um substrato metabdlico fundamental para o
funcionamento de todos os tecidos do organismo humano e é obtida por
meio de fontes exdgenas, como a ingestdo de alimentos e a consequente
absorcdo intestinal, e fontes end6genas, como a producdo hepatica
derivada da glicogenodlise ou gliconeogénese (ARONOFF et al., 2004;
NUNES, RAFACHO, 2016). A concentracdo plasmatica desse substrato
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¢ controlada, majoritariamente, pelo horménio insulina e seus
contrarreguladores, glucagon, adrenalina, cortisol e horménio do
crescimento, em uma complexa interacdo entre o sistema nervoso central
e 0s 6rgaos periféricos (ARONOFF et al., 2004).

A insulina é um hormoénio peptidico secretado pelas células B das
ilhotas pancreéticas que regula ndo somente a homeostase glicémica, mas
também controla o metabolismo de lipidios e proteinas, bem como o
crescimento celular por meio de seus efeitos mitogénicos (WILCOX,
2005). Em um contexto fisioldgico, a insulina é secretada pelas células 3
das ilhotas pancredticas, controlando a absorcéo intestinal de glicose, a
captacdo periférica de glicose no musculo esquelético e no tecido adiposo,
a estimulacdo da glicogénese, a inibicdo da secre¢do de glucagon das
células o pancreaticas e a inibicdo da glicogendlise e gliconeogénese
hepaticas, promovendo a normalizacdo das concentragdes de glicose no
sangue (GERICH et al., 1974; KAHN, HULL & UTZSCHNEIDER,
2006; HUANG , CZECH, 2007; KELLETT et al, 2008; OH et al, 2013).
Além disso, a insulina é capaz de modular o apetite por meio de sua acéo
molecular no ndcleo arqueado do hipotalamo (VOGT, BRUNING, 2013).

A secrec¢do de insulina ocorre principalmente por estimulagéo da
glicose que, uma vez transportada a célula  por meio de transportadores
facilitadores de glicose (GLUT2), é oxidada e resulta em producédo de
ATP intracelular. O aumento nas concentragcbes de ATP intracelular
promove a inativagdo do canal de potéssio e a consequente ativacdo do
canal de calcio dependente de voltagem, provocando uma rapida
exocitose de granulos de insulina e ativando vias de sinalizacdo
potencializadoras como a proteina cinase A (PKA) e proteina cinase C
(PKC), promovendo uma amplificacdo e o carater bifasico de liberacdo
dos granulos de insulina (MATSCHINSKY, 1995; NESHER et al, 2002
NUNES, RAFACHO, 2016).

A obesidade é o principal fator de risco para o surgimento de
doencas metabdlicas haja vista que a obesidade pode estar composta por
inimeras disfungfes como a resisténcia periférica a insulina, dislipidemia
e hipertensdo, principalmente quando o excesso de tecido adiposo esta
localizado no compartimento visceral (ALBERTI et al, 2009). Além da
suscetibilidade genética, fatores ambientais bem como a microbiota
intestinal também podem influenciar no desenvolvimento da obesidade
(ALONSO-MAGDALENA, QUESADA & NADAL, 2011; JANESICK,
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BLUMBERG, 2011; CANI et al., 2014). No entanto, independentemente
desses fatores, o alto consumo cal6rico somado ao sedentarismo sdo
fatores determinantes para o desenvolvimento da obesidade (NUNES,
RAFACHO, 2016).

O aumento do consumo calérico com a consequente
desregulacdo do balanco energético promove a expansdo do tecido
adiposo. Entretanto, quando a expansdo tende a alcancar um limite, outros
tecidos passam a armazenar lipidios, promovendo a formacéao de gordura
ectdpica, contribuindo para o desenvolvimento da resisténcia a insulina
(VIRTUE, VIDAL-PUIG, 2010). Além disso, citocinas e quimiocinas
pré-inflamatorias, derivadas de tecido adiposo expandido, assim como as
células imunes infiltradas neste tecido, desempenham um papel
fundamental no desenvolvimento da resisténcia & insulina (WEISBERG
et al., 2003; FAIN et al., 2004; WELLEN, HOTAMISLIGIL, 2005;
YANG et al., 2005; SKURK et al., 2007). Ademais, a expanséo do tecido
adiposo é comumente associada a prejuizos vasculares, caracterizados
pela reducdo do suprimento sanguineo e, por fim, a hipdxia, o que
promove o recrutamento de macréfagos e a liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias no tecido adiposo (WOOD et al., 2009). Sendo assim, essas
respostas adaptativas a obesidade se correlacionam com o inicio da
resisténcia a insulina que, também, esta associada ao pré-diabetes e ao
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (WELLEN, HOTAMISLIGIL, 2005).

O diabetes mellitus tipo 2 é a forma mais prevalente do diabetes
mellitus, caracterizada por um aumento nas concentracdes de glicose
sanguinea (hiperglicemia), devido ao comprometimento da acdo e/ou
secrecdo de insulina (MAITRA, ABBAS, 2005; DAS, ELBEIN 2006).
Normalmente, os individuos obesos resistentes a insulina sdo
normotolerantes e ndo desenvolvem hiperglicemia, devido a um
incremento compensatorio na secrecdo de insulina, explicado por um
aumento da funcéo ou da massa de células B pancreaticas (KAHN et al.,
1993; WEIR, BONNER-WEIR, 2004). No entanto, 0 aparecimento de um
quadro de intolerancia a glicose ocorre quando a secre¢do de insulina, seja
por perda de funcdo ou de massa celular, é insuficiente para compensar a
diminuicdo da sensibilidade a insulina, levando ao favorecimento do
desenvolvimento do DM2 (WEIR, BONNER-WEIR, 2004; KAHN,
HULL & UTZSCHNEIDER, 2006). Deste modo, é possivel afirmar que
as principais anormalidades fisiopatoldgicas subjacentes ao DM2 séo a
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resisténcia a insulina e a redugéo da funcdo das células B pancreéaticas
(HALBAN et al., 2014).

1.4. DOENCAS NEURODEGENERATIVAS E METABOLICAS:
UMA RELACAO DE DUAS VIAS?

Diversos estudos tém revelado uma associacdo entre doencas
neurodegenerativas e disfungGes na homeostase metabélica e vice-versa.
Alguns trabalhos indicam que o encéfalo de pacientes portadores da
Doenga de Alzheimer (DA) apresenta falhas na sinalizacdo da insulina
em decorréncia de problemas relacionados & deposicdo das placas
amiloides (MOLONEY et al, 2010; FERREIRA & KLEIN, 2011;
SELKOE, 2011; MUCKE & SELKOE, 2012). Por outro lado, ha uma
parcela de estudos mostrando que pacientes hiperglicémicos e
hipersulinémicos apresentam aumento nas concentragdes plasmaticas do
peptideo B-amildide, principal constituinte das placas amiloides no
encéfalo dos pacientes com DA (HO et al, 2004; TAKEDA et al, 2010;
ZHANG et al, 2012). A partir de estudos com camundongos, Clarke e
colaboradores (2015) mostraram que a  administracdo
intracerebroventricular do oligomero B-amil6ide provoca uma resposta
inflamatdéria no hipotadlamo levando a disfuncbes na homeostase
glicémica, como a intolerancia a glicose e a resisténcia periférica a
insulina. Portanto € possivel afirmar que, pelo menos em roedores, ha uma
relagdo entre a DA e problemas metabolicos. No entanto, a maioria dos
estudos sdo direcionados a DA, havendo pouco ou nenhum estudo
propondo avaliar o possivel impacto da PD sobre parametros metabdlicos
em ratos.

Ainda que pouco compreendido, ha alguns estudos alertando
para o impacto das doencas cerebrovasculares, hipertensao e dislipidemia
(e.g., muitas vezes presentes como comorbidades no DM) na contribuicdo
de problemas cognitivos e motores na PD (VERDELHO et al., 2007;
HAJJAR et al., 2011; WARDLAW, VALDES, MUNOZ-MANIEGA,
2015). Alguns autores vém sugerindo o DM2 como um dos fatores de
risco para o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas como a PD
(HU et al., 2007; KLIMEK et al., 2015). Ha evidéncias de que 0 DM2
esta associado com a piora do quadro motor e dos problemas cognitivos
nos pacientes com PD (ALVEZ et al.,, 2006; POST et al., 2007;
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KOTAGAAL et al., 2013). Além disso, uma maior prevaléncia de DM2
foi reportada em pacientes com PD (PRESSLEY et al., 2003).

Apesar de haver algumas associacdes entre desfechos
metabdlicos e PD, ou vice-versa, um estudo observacional relata que a
prevaléncia de DM2 em pacientes com PD é semelhante a prevaléncia
dos individuos sem PD (BECKER, et al., 2008). Outro estudo também
demonstra uma rela¢do similar entre a associagdo entre PD e DM2.
Scigliano e colaboradores (2006) reportaram menor prevaléncia de DM2
nos pacientes diagnosticados com PD, engquanto que ndo encontraram
diferencas no risco do desenvolvimento de PD entre pacientes eutréficos
e pacientes diabéticos (SIMON et al., 2007).

Sendo assim, a associagdo entre 0 DM2 e a PD ainda ndo é bem
compreendida e os estudos visando essa relagdo causal entre distdrbios
metabdlicos e PD e vice-versa ainda sdo incipientes. Assim mesmo, sabe-
se que a PD é capaz de impactar em diversas areas cerebrais, podendo
afetar regides envolvidas no controle metabdlico como o hipotalamo
(DAYAN, SKLEROV & BROWNER, 2018). Deste modo, é de
fundamental importancia a avaliacdo da possivel relagdo causal, se é que
ela existe, entre a PD e disfun¢des na homeostase metabdlica ou vice-
versa.

1.5. MODELO EXPERIMENTAL DE PARKISONISMO

Diversas toxinas e agentes farmacoldgicos tém sido utilizados
para se tentar mimetizar a PD em modelos animais. As duas substancias
mais empregadas sdo a 6-hidroxidopamina (6-OHDA) em ratos € a 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina  (MPTP) em camundongos e
primatas (BLESA, PRZEDBORSKI, 2014). Ainda, outros compostos
COMo a rotenona, paraquat e psicoestimulantes anfetaminicos também séo
empregados para indu¢do do modelo animal de parkisonismo. No entanto,
estas abordagens podem diferir da PD natural, pois promove rapida
degeneracdo dos neurdénios dopaminérgicos além de ndo serem capazes
de induzir o aparecimento de agregados proteicos tipicos da PD,
denominadas corpos de Lewy (BLESA, PRZEDBORSKI, 2014).
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O MPTP ¢é uma das ferramentas para investigacdes sobre 0s
mecanismos envolvidos na morte de neurdnios dopaminérgicos na PD,
promovendo danos a via dopaminérgica nigrostriatal, com uma profunda
perda de dopamina no estriado e na substancia negra pars compacta
(SNpc) (DAUER, PRZEDBORSKI, 2003). O estresse oxidativo, as
espécies reativas de oxigénio e a inflamacdo tém sido consistentemente
apontados como marcas da PD e a administracdo do MPTP é capaz de
mimetizar tais caracteristicas em primatas e camundongos (LANGSTON
et al, 1983). No entanto, Chiueh e colaboradores (1983) mostraram que
ratos apresentam resisténcia ao MPTP.

O modelo animal classico da PD é obtido através da utilizacéo da
6-hidroxidopamina (6-OHDA), substancia que ndo atravessa a barreira
hematoencefalica e, portanto, exige que a sua administracao seja realizada
diretamente na SNpc ou no estriado (JACKSON-LEWIS, BLESA &
PRZEDBORSKI, 2012). Como pode ser observado na Figura 1, a 6-
OHDA utiliza 0 mesmo sistema de transporte de dopamina e se acumula
no citosol, induzindo a neurotoxicidade bem como a neurodegeneracéo e
inflamacdo nas areas cerebrais atingidas pela 6-OHDA (LUTHMAN et
al.,, 1989; GONZALEZ-HERNANDEZ et al., 2004). A formacdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) pela auto-oxidacdo da 6-OHDA ¢
considerada o principal mecanismo molecular subjacente a
neurotoxicidade da substancia (SACHS, JONSSON, 1975; KUMAR et
al., 1995; SOTO-OTERO et al., 2000). Estudos sugerem que a 6-OHDA
possui capacidade de inibir o complexo | da cadeia transportadora de
elétrons mitocondriais, gerando estresse oxidativo e morte celular
(BLANDINI, ARMENTERO & MARTIGNONI, 2008; KUPSCH et al.,
2014).



25

Neurdnio dopaminérgico

Tirosina

TH

6-OHDA
AADC

D2s3 P
Dopamina 6-OHDA DAT
PR o ¢
R ERO

VMAT > H,0, + 0,

Inibigdo do complexo |

1 A:TP mitocondrial
Prejuizo energético ¢

MORTE NEURONAL

Figura 1. Efeito da 6-hidroxidopamina sobre neur6nios dopaminérgicos. A
substancia promove o aumento das espécies reativas de oxigénio (ERO), afetando
a funcdo mitocondrial, levando a problemas na geracdo de energia e morte
neuronal. DAT: Transportador de dopamina; VMAT: transportador de
monoaminas vesicular.

Fonte: Adaptado de RANGEL-BARAJAS, CORONEL & FLORAN, 2015.

Como demonstrado pela primeira vez por Ungerstedt em 1968,
uma injecdo intranigral de 6-OHDA em ratos ou camundongos, elimina
rapidamente cerca de 60% dos neurdnios positivos para tirosina-
hidroxilase (TH) nesta area cerebral, com a perda subsequente dos
terminais positivos de TH no estriado (BLANDINI, ARMENTERO,
2008). Por outro lado, a administragdo do composto no estriado, favorece
uma degeneragdo mais lenta, progressiva e com subsequente perda na
SNpc, o0 que também ocorre no contexto da PD (SAUER, OERTEL, 1994;
PRZEDBORSKI et al., 1995; LEE, SAUER & BJORKLUND, 1996).

Santiago e colaboradores (2014) relataram que a administragéo
bilateral intranigral de 6-OHDA em ratos, na dose 6 g ndo foi capaz de
gerar déficits motores no 1°, 7°, 14° e 21° dia ap6s a administracdo da
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toxina. Além disso, Tadaiesky e colaboradores mostraram que a
administracdo bilateral de 12 g no estriado ventrolateral de ratos também
ndo foi suficiente para promover prejuizos motores no 7° e 21° dias apés
a administracdo do composto. Matheus (2015) também mostrou que a
administragdo bilateral de 5 e 10 pug de 6-OHDA em ratos, no estriado
dorsolateral, ndo foi capaz de produzir problemas comportamentais
motores no 7° e 21° dia apds a inoculagdo da toxina. Os prejuizos motores
sdo consistentes com a administracdo bilateral de 15 pg de 6-OHDA no
estriado ventrolateral de ratos (RAMPERSAUD et al., 2012), assim como
de 20 pg de 6-OHDA no estriado dorsolateral, no 7° e 21° dia apos a
administragdo da substancia (MATHEUS, 2015).

1.6. GLICOCORTICOIDES COMO FERRAMENTA
FARMACOLOGICA PARA DESAFIO METABOLICO

Os glicocorticoides (GCs) enddgenos (cortisol em humanos e
corticosterona em roedores) sdao horménios esteroides capazes de
regularem inGmeros processos fisiolégicos e de desenvolvimento
(CAIN, CIDLOWSKI, 2017). Como todos os hormdnios esterdides, os
GCs sdo sintetizados, nas mitocondrias, a partir do colesterol por meio de
um processo enzimatico chamado esteroidogénese (MILLER, AUCHUS,
2011). A biossintese de GCs ocorre no cortex adrenal, embora a producédo
local de GCs também tenha sido relatada no timo, intestino e na pele
(TALABER, JONDAL, & OKRET, 2013). O eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal é o responsavel pela regulacdo da secrecdo desse horménio que
apresenta diversas acles fisioldgicas, tais como: potente acdo
imunossupressora, anti-alergénica e anti-inflamatoria (SCHACKE,
DOCKE & ASADULLAH, 2002).

As inimeras agdes dos GCs, levaram ao desenvolvimento de
anélogos sintéticos mais potentes e mais seletivos, como a dexametasona;
farmaco amplamente utilizado na terapia de processos inflamatorios
crénicos e agudos, assim como em patologias associadas a auto-
imunidade (BOSSCHER, HAEGEMAN, & ELEWAUT, 2010) e
apresenta afinidade 50 vezes superior ao receptor de GC (GR) em relacéo
ao proprio cortisol (SCHACKE, DOCKE & ASADULLAH, 2002).
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Os efeitos adversos causados pelo uso agudo dos GCs néo
representam problemas significativos a salide e a elevacao na secrecao de
insulina é suficiente para impedir qualquer prejuizo no metabolismo da
glicose. Contudo, o uso de longo prazo ou a administragdo de doses
suprafarmacol6gicas devem ser observados com cautela (THOMAS,
1984). Os glicocorticoides, qguando em excesso, promovem alteraces no
metabolismo hepético da glicose, relacionado com a redugéo da acdo da
insulina no figado que induz aumento da gliconeogénese por meio da
estimulacdo génica da fosfoenolpiruvato-carboxiquinase (PEPCK) e da
glicose-6-fosfatase (G6Pase) (JITRAPAKDEE, 2012) e consequente
intolerancia a glicose (MCMAHON, GERICH & RIZZAT, 1988;
STOJANOVSKA et al. 1990; MOKUDA et al., 1991; RAFACHO et al.
2008). Além disso, podem promover alteraces metabdlicas em outros
tecidos, como o musculo esquelético, o qual representa o principal local
de captagéo de glicose mediada por insulina, prejudicando a agdo desse
horménio e, corroborando para a intolerancia a glicose (DIMITRIADIS
et al., 1997). Os GCs também podem favorecer a lip6lise do tecido
adiposo, resultando em dislipidemias e aumento nas concentracdes de
acidos graxos livres que favorecem a deposicdo de gordura ectdpica e a
resisténcia a insulina (REBUFFE-SCRIVE et al., 1988; REBUFFE-
SCRIVE et al., 1992; ROCKALL et al. 2003; RAFACHO et al. 2008;
ARNALDI et al., 2010). Estudos in vivo em ratos tratados com
dexametasona (1 mg/kg, por 5 dias consecutivos), revelaram, adaptacdes
gue ocorrem nas células B-pancreaticas para que ocorra hipersecrecao de
insulina diante deste contexto de resisténcia a insulina causada pelo
excesso de GC (RAFACHO et al., 2011). Dentre eles, h4 aumento no
acoplamento estimulo-secrecdo de insulina pela glicose que se da em
partes por maior influxo de célcio células B-pancreaticas, bem como
maior ativacdo das proteinas PKA e PKC. Tais altera¢des, contudo, ndo
evitam a presenca da intolerancia a glicose (RAFACHO, BOSCHERO,
& ORTSATER, 2012). A Figura 2 sumariza as principais alteragoes
metabolicas observadas a partir do tratamento com doses elevadas de GC
em roedores.
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Figura 2. Efeitos adversos dos glicocorticoides em tecidos periféricos envolvidos
no controle da homeostase glicémica. AGL.: acidos graxos livres, ERO: espécies
reativas de oxigénio.

Fonte: Adaptado de Rafacho et al., 2014.

Por meio de estudos com animais de laboratério, foi possivel
coletar evidéncias a respeito das alteracBes na homeostase glicémica
relacionada a superdosagem ou ao uso cronico de glicocorticoide. Estudos
mostraram que a administracdo de dexametasona em ratos é capaz de
promover aumento na producdo hepéatica de glicose, diminuigdo
guantitativa dos receptores de insulina e na fosforilagdo em tirosina do
substrato do receptor de insulina (IRS) -1 no figado. Além disso,
observaram uma diminuicao da a¢do da insulina na captacdo da glicose e
na producao de glicogénio no masculo séleo e epitrocleares (MOKUDA
et al., 1991; VENKATESAN et al.,, 1996; KIMURA et al., 2000;
RUZZIN et al., 2005). Para mais, ilhotas de ratos tratados com
dexametasona apresentaram um aumento na responsividade a glicose, na
sensibilidade a glicose e na secrecdo de insulina estimulada pela glicose
como forma compensatéria de se evitar desfechos metabolicos
(KARLSSON et al., 2001; RAFACHO et al., 2008, 2011).
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2. JUSTIFICATIVA

Dorsey e colaboradores (2006) estimaram que em 2005 haviam
aproximadamente 4 milhdes de pessoas com PD e projetaram um
incremento para 0s anos seguintes sugerindo que este nimero podera
alcangar 9 milhGes de pessoas até 2030. No Brasil, estima-se que a
prevaléncia da PD seja de 3,3% em pessoas acima de 65 anos
(BARBOSA et al., 2006). Raramente a doenca se inicia antes dos 50 anos
de idade e sua incidéncia apresenta um aumento acentuado apés os 60
anos de vida (VAN DEN EEDEN et al., 2003; DE LAU et al., 2006;
WIRDEFELDT et al.,, 2011). Este cenario também é geralmente
visualizado em patologias relacionadas a prejuizos metabélicos, como a
DM2.

O processo fisiopatoldgico da PD é complexo haja vista que pode
envolver fatores de risco ambientais, genéticos e inflamatorios que ainda
ndo sdo bem compreendidos. Para além dos fatores causais da PD, é
inconclusivo e, portanto, desconhecido, se as alteracbes centrais
observadas na doenca podem repercutir de forma negativa sobre aspectos
metabdlicos periféricos como a glicemia, lipidemia, tolerancia a glicose
e a sensibilidade periférica a insulina. Assim, ndo ha uma definicéo de
guem seja o fator causal; se as disfuncdes metabolicas favorecem o
desenvolvimento da PD ou, se o contrério é verdadeiro. Ou ainda, se
ambas as condigdes podem ocorrer.

Assim, devido a alta prevaléncia das doengas metabdlicas e da
PD nas populacdes idosas e a lacuna de conhecimento acerca da relagdo
entre PD e desfechos metabolicos, nos propusemos a demonstrar o
possivel impacto da 6-OHDA sobre a homeostase glicémica e lipidica,
bem como a presenca de eventual vulnerabilidade frente a um desafio
diabetogénico induzido com GC. Deste modo, nossas hipdteses sdo: i)
gue os ratos com déficits motores causados pela administracdo de 6-
OHDA apresentem deterioracdo do metabolismo glicémico e lipidico; ii)
gue estas alteracGes sejam exacerbadas pelo desafio metabélico causado
pelo tratamento com o GC.
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3. OBJETIVOS

Avaliar se a administracdo de 6-OHDA afeta a homeostase
glicémica e lipidica na auséncia ou presenca de um desafio metabolico
por glicocorticoide.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar parametros motores em trés momentos pds-administracao de 6-
OHDA.

Estratégia utilizada: exposi¢cdo ao campo aberto no 7° e 35° dia do
protocolo experimental e ao rotarod no 7°, 21° e 35° dia do protocolo
experimental.

- Avaliar pardmetros murinométricos e plasmaticos pés-administragéo
de 6-OHDA.

Estratégia utilizada: determinacédo do peso corpéreo e ingestdo alimentar;
da concentracdo plasmatica de insulina e triacilglicerol; do contelido de
glicogénio e gordura hepaticos; do conteldo da massa das gorduras
epididimaria, omental e retroperitoneal.

- Avaliar parametros metabélicos relacionados a homeostase glicémica
em trés momentos pés-administracdo de 6-OHDA.

Estratégia utilizada: determinacdo da tolerancia a glicose no 8°, 22° e 36°
dia do protocolo experimental e da tolerancia a insulina no 9°, 23° e 37°
dia do protocolo experimental.

- Avaliar parémetros estruturais relacionados & homeostase glicémica.
Estratégia utilizada: determinacdo da massa relativa e da densidade das
ilhotas pancreéticas; determinacédo da distribuicdo e contetido de gordura

e glicogénio hepdtico.

- Avaliar o impacto da administracdo de glicocorticoide sobre
parametros metabdlicos.
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Estratégia utilizada: determinacdo do peso corpéreo e da ingestdo
alimentar; da concentracdo de glicose sanguinea; da tolerancia a glicose
e ainsulina.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso corporeo entre 280-
350g, provenientes do Biotério Central da UFSC, localizado no Campus
Trindade, Florian6polis, SC. Os animais foram mantidos em gaiolas
coletivas no biotério setorial do Laboratério de Investigacdo de Doencas
Cronicas — LIDoC, e em ambiente com temperatura controlada (21 + 2°C)
em ciclo de iluminagdo claro-escuro (12 horas), luzes acesas das 06:00
As 18:00, com livre acesso a comida e agua. Todos os protocolos e
procedimentos experimentais relativos ao projeto foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC — protocolo n°
0446810111.

4.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E GRUPOS
EXPERIMENTAIS

Para a execucdo deste trabalho foram utilizados 40 ratos Wistar machos.
Em um primeiro momento os animais foram divididos em 2 grupos,
seguido de nova distribuicdo em 4 grupos experimentais, como sera
descrito a seguir. Os animais chegaram ao biotério do LIDoC com 30 dias
de vida, onde permaneceram por mais 60 dias até o inicio do protocolo
experimental (Figura 3). Os animais foram submetidos a um protocolo de
avaliacdo basal no rotarod (como descrito em 4.5.2) e os que obtiveram
éxito neste teste foram incluidos no estudo e submetidos a cirurgia
estereotaxica, realizada no dia 0 do protocolo experimental. Dos 40
animais expostos ao protocolo de avalicdo basal, 37 seguiram para a
cirurgia estereotaxica. No 7° e 35° dias apds a cirurgia, foi realizado o
teste campo aberto, enquanto que o segundo teste motor, o rotarod, foi
realizado no 7°, 21° e 35° dias pos-operatorio. O teste de tolerancia a
glicose (ipGTT) foi realizado no 8°, 22° e 36° dias do protocolo
experimental pés-operatério, ao passo que o teste de tolerancia a insulina
(ipITT) foi aplicado no 9°, 23° e 37° dias pds-operatdrio. No 32° dia, foi
iniciado o tratamento com dexametasona (i.p.), que se estendeu até o 37°
dia do protocolo experimental (6 dias). No 38° dia, os animais foram
eutanasiados e o plasma e 6rgdos de interesse foram coletados para
posteriores analises bioquimicas. Esse protocolo experimental ocorreu
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em 2 lotes distintos de modo que os procedimentos foram replicados ao
menos em duas ocasides distintas.
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Figura 3. Delineamento experimental. Vide o texto para compreenséo detalhada.

4.2.1. Grupos experimentais antes do tratamento com dexametasona:

1) Grupo controle (CTL) (n=19): ratos tratados apenas com veiculo na
porcao intra-estriatal (como descrito 4.3);

2) Grupo 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (n=18): ratos tratados com 6-
hidroxidopamina na porcdo intra-estriatal (como descrito em 4.3).

4.2.2. Grupos experimentais tratados com dexametasona

1) Grupo dexametasona (Dexa) (n=10): metade dos ratos oriundos do
grupo CTL foram submetidos & administragdo intraperitoneal (i.p.) de
dexametasona (como descrito em 4.4). Os demais foram tratados com
solucdo salina (1 ml/kg, peso corpéreo, i.p.) (CTL) (n=9);

2) Grupo 6-hidroxidopamina + dexametasona (6-OHDA+Dexa) (n=9):
metade dos ratos oriundos do grupo 6-OHDA foram submetidos a de
dexametasona como descrito para 0 grupo DEXA. Os demais foram
tratados com solugdo salina (como descrito em 4.4) (6-OHDA) (n=9)

4.3. CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Para a cirurgia estereotaxica, 0s animais foram previamente anestesiados
com cetamina (75 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). A neurotoxina foi



35

injetada bilateralmente no estriado dorsolateral (EDL). As coordenadas
estereotdxicas foram definidas utilizando o atlas de neuroanatomia de rato
de Paxinos e Watson (1997): AP: +0,2 milimetros, ML: + 3,5 mm e DV:
- 4,8 milimetros do bregma. Para a infuséo foi utilizada seringa Hamilton
de 10 pL, conectada a um tubo de polietileno com uma agulha de 26G em
sua extremidade. Apos a injecdo bilateral da 6-OHDA (na dose de 20 g,
com volume de injegdo de 3 pL e taxa de infusdo de 1 ulL/min) ou do
veiculo (solucéo salina, com volume de injegdo de 3 pL e taxa de infuséo
de 1 uL/min), a agulha permaneceu no local de injecdo durante 5 min para
permitir a difusdo completa da toxina. Apds a cirurgia, 0s animais
receberam uma dose de 200 mg de paracetamol por via oral a cada 6
horas, durante 3 dias.

4.4 TRATAMENTO COM DEXAMETASONA

O desafio metabolico foi realizado nos Gltimos seis dias que precederam
a eutanasia dos animais por meio da administracdo de dexametasona. O
fosfato dissddico de dexametasona teve seu volume corrigido para
obtermos 1 mg/mL de dexametasona que entdo foi administrada como 1
mg/kg, peso corpdreo (Decadron®, Aché, Campinas, SP, Brasil). A
administragdo ocorreu via i.p., uma vez ao dia entre 07:30 — 08:30, por 6
dias consecutivos. A dexametasona na dose e periodo utilizado foi
aplicada com o intuito de desafiar 0 metabolismo e revelar possiveis
vulnerabilidades metabdlicas.

4.5 PARAMETROS MOTORES
4.5.1. Campo aberto

No campo aberto (Figura 4) avaliamos a locomo¢do do animal. Os
animais foram posicionados em uma arena (100 por 100 cm), sempre no
quadrante inferior esquerdo do aparelho, onde permaneciam e
exploravam o aparato durante 5 minutos. A arena apresentava paredes
laterais lisas, medindo 40 cm, formada por metal pintado na cor branca e
a base era constituida de superficie de concreto revestido com papel
contact preto. Além disso, esta base possuia divisdes em quadrantes 5x5,
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onde cada quadrado apresentava 400 cm? (20 cm x 20 cm). Os animais do
primeiro lote (n=18) foram expostos ao aparelho no 7° e 35° dias pds-
cirurgia, enquanto gque os animais do segundo lote (n=19) foram expostos
somente no 35° dia, a fim de evitar dados enviesados devido ao
condicionamento dos animais. O teste foi filmado e os seguintes
parametros foram analisados posteriormente: 1) nimero de quadrados
percorridos pelo animal, que representa a atividade locomotora; 2)
nimero de rearings de cada animal, que representa a atividade
exploratdria. Tal comportamento exploratorio € tipico de roedores, sendo
verificado quando o rato eleva seu corpo e patas dianteiras, apoiando
somente sobre as patas traseiras; 3) nimero de quadrantes percorridos
lateralmente ou centralmente, que permite identificar padrdo de maior ou
menor emocionalidade.

O experimento foi realizado em ambiente com iluminagdo vermelha (15
lux).

N

Figura 4. Imagem da arena onde foi realizado o teste Campo aberto.

Fonte: do autor.

45.2. Rotarod

Para avaliacdo da coordenacdo motora dos animais foi aplicado o teste
rotarod (Figura 5). O equipamento estd equipado com trés velocidades:
12, 20 e 24 rotagBes por minuto. A troca de velocidade é manual
implicando em desligamento do equipamento para cada troca. Sendo
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assim, houve breve interrupcdo do teste entre as trocas de rotagGes. Todos
os animais foram submetidos aos trés diferentes niveis de velocidade.

Os animais foram submetidos a um protocolo de avaliacdo basal com 3
tentativas com velocidade constante de 12 rotagdes por minuto (rpm). Ao
final, os animais que permaneceram no rotarod por 1 min foram incluidos
no estudo e submetidos a cirurgia estereotaxica. Este protocolo se iniciou
5 dias antes da cirurgia estereotaxica, estendendo-se por 3 dias.

No 7°, 21° e 35° dias pds-operatdrio, periodo de realizacdo dos testes
motores, 0s animais foram posicionados no cilindro, com o tempo
méaximo de permanéncia de 2 minutos em cada velocidade. Apds os
diferentes niveis de velocidade, anotou-se o tempo de permanéncia do
animal em cada estagio.

Figura 5. ImagemAdo' rotarod utilizado para realizagdo dos testes motores.

Fonte: do autor.

4.6 PARAMETROS MURINOMETRICOS E METABOLICOS
4.6.1 Massa corporal
A verificacdo do peso corpéreo foi realizada semanalmente desde o inicio

do protocolo experimental até a eutanasia em balanga eletronica digital
(TECNAL,; Piracicaba, SP, Brasil).
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4.6.2 Consumo de ragéo

O consumo de racdo foi acompanhado semanalmente como descrito para
0 peso corpdreo. A determinacdo da ingestdo alimentar foi realizada pela
pesagem da racdo remanescente (ndo ingerida) descontada do total
daquela depositada no dia anterior. A diferenca representa a quantidade
ingerida por gaiola diariamente. A quantidade média de racdo ingerida
por animal foi obtida através da divisdo da massa total de racéo ingerida
pelo nimero de animais por gaiola. Os resultados foram expressos em
gramas (g) de racdo ingeridos por 100 g de peso corpdreo para se obter a
normalizacdo destes parametros.

4.6.3. Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (ipgtt):

O teste de tolerancia a glicose foi realizado no 8°, 22° e 36° dias do
protocolo experimental, em animais jejuados (12-14 h) e acordados. Os
animais tiveram a extremidade da cauda seccionada (0,5 mm) para a
coleta de 2 gotas de sangue. A primeira gota foi descartada e a segunda
utilizada para determinagéo da glicemia no tempo 0. Imediatamente, foi
administrada uma solucdo de glicose 50% (2 g/kg de peso corpdreo, i.p.)
e foram coletadas amostras de sangue da ponta da cauda dos ratos aos 30,
60 e 120 minutos para determinacdo das concentra¢fes de glicose
sanguinea como descrito (RAFACHO et al., 2008). A area abaixo da
curva foi calculada a partir dos valores de glicose sanguinea apos
normalizacdo pelo valor de partida no minuto 0.

4.6.4. Teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (ipitt):

O teste de tolerncia & insulina foi realizado no 9°, 23° e 37° dias em
animais alimentados e acordados. A coleta de sangue no minuto 0 ocorreu
como para o ipGTT. Em seguida, 0s animais receberam uma injecéo
intraperitoneal de insulina humana recombinante (Biohulin®)
equivalente a 1 IU/Kg de peso corpéreo. Amostras de sangue foram
coletadas para dosagem das concentracdes de glicose sanguinea nos
tempos 10, 20 e 40 min (RAFACHO et al., 2008). A &rea abaixo da curva
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foi calculada a partir dos valores de glicose sanguinea ap6s normalizagao
pelo valor de partida no minuto 0.

4.6.5. Eutanaésia, perfusao e coleta de érgaos

No 38° dia os animais receberam uma superdose de Halotano 1 mL/mL
(Tanohalo®, Cristalia, Curitiba, PR, Brasil). Imediatamente apds a
constatacdo de auséncia de reflexos, amostras de sangue foram coletadas
com seringas contendo anticoagulante NaF (Glistab — Labtest; Lagoa
Santa, MG, Brasil) por meio de puncdo cardiaca e conduzido a
centrifugacdo a 400x g por 10 minutos a 21°C (eppendorf 5810R). O
plasma foi aliquotado e armazenado a -80°C para posterior quantificacdo
da insulina, colesterol e triacilglicerol de acordo com instrucbes dos
fabricantes e publicacbes prévias (RAFACHO et al., 2008; RAFACHO
et al., 2010). Em seguida, os animais foram submetidos ao processo de
perfusdo com uma infusdo no ventriculo esquerdo de 20 ml de solugédo
salina 0,9% contendo heparina (200 puL de heparina), seguida pela
perfusdo de 200 ml de paraformoldeido (PFA) 4% (pH 7,4, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Apds, os 6rgdos de interesse (gordura
epididimaria, gordura retroperitoneal, gordura omental, figado, adrenais
e pancreas) foram cuidadosamente removidos e pesados em balanca
eletrénica analitica digital (TECNAL). O peso relativo dos 6rgédos foi
determinado através da normalizacéo pelo peso corpéreo de cada animal.

4.6.6. Glicogénio hepatico

Para determinacdo do glicogénio hepético foi coletado 300-400 mg de
figado em tubos de ensaio contendo solugdo de KOH 30% e fervidos por
1 h para completa digestdo. Em seguida, foi acrescido Na;SQO4 e etanol.
As amostras foram homogeneizadas, submetidas ao banho-maria fervente
por 15 segundos e centrifugadas a 800 x g por 10 minutos a 21°C. Apds
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em
agua destilada quente. Posteriormente, etanol foi adicionado e novamente
o material foi homogeneizado, rapidamente aquecido e centrifugado.
Apos diluicdo do precipitado em H,O destilada, o contetido de glicogénio
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foi quantificado por espectrofotometria (490 nm) em reacdo com reagente
fenol (LO; RUSSEL; TAYLOR 1970).

4.6.7 Gordura hepética

Para quantificacdo do contetdo de triacilglicerol (TG) hepatico,
aproximadamente 100 mg de figado foram coletados em tubo de ensaio
contendo NaCl (1M) e homogeneizados (UltraTurrax, IKA®, Staufen,
Alemanha). Em seguida, foi adicionado solucdo de cloroférmio/metanol
(2:1) e o material foi centrifugado a 5000 x g por 5 minutos a 21°C. Apoés
centrifugacdo, foi coletada a fase inferior (metandlica) para posterior
secagem em banho-maria fervente. Em seguida, a amostra foi
ressuspendida em Triton X100/Metanol (2:1) e foi feito a dosagem do TG
através do ensaio enzimatico colorimétrico (Biotécnica® - Varginha,
MG, Brasil) (RAFACHO et al., 2008).

4.7. PARAMETROS HISTOLOGICOS
4.7.1. Morfologia hepatica:

Apos a perfusdo, fragmentos de figado foram coletados e fixados em
formalina tamponada, pH 7.4, por 24 horas, desidratadas e incluidas em
parafina. SeccBes (5 um) do figado de cada grupo experimental foram
obtidas em micr6tomo rotativo (Leica) e aderidas em laminas de vidro.
Em seguida, uma secg¢do representativa de cada animal foi submetida ao
procedimento de coloragdo de Hematoxilina e Eosina para posterior
avaliacdo morfolégica com intuito de verificar a presenca de lipideos e
glicogénio.

4.7.2. Massa relativa de pancreas endocrino

Apo6s a perfusdo, o pancreas foi coletado e o fragmento esplénico foi
fixado em paraformoldeido 4% por 24 horas, desidratadas e incluidas em
parafina. Secc¢des (5 pum) do pancreas de cada grupo experimental foram
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obtidas em micrétomo rotativo (Leica) e aderidas em laminas de vidro.
Em seguida uma secdo representando a maior area do fragmento foi
submetida ao procedimento de coloracdo Hematoxilina e Eosina e
posteriormente digitalizadas pelo digitalizador de laminas automatico
AxioScan (ZEISS, Oberkochen, Alemanha) para quantificacdo da massa
relativa de pancreas endocrino e da densidade das ilhotas pancreaticas.
Para obtencdo dos dados da massa relativa, foi verificada a medida total
do pancreas e das ilhotas pancreaticas em pm? com o uso do software
ZEN (ZEISS, Oberkochen, Alemanha) (Figura 6). Ap6s, a somatoria das
areas correspondentes as ilhotas pancreéaticas foi dividida pela medida
total do pancreas e multiplicado por 100 para obter a porcentagem de area
de péncreas enddcrino. A massa absoluta de ilhotas pancreéticas (massa
relativa x massa do pancreas) ndo foi possivel de ser obtida, pois o
pancreas perfundido tem sua massa modificada pela perfusdo. Para
obtencdo da densidade de ilhotas pancreaticas (nimero de ilhotas por
1000 um? area de secgdo) foi utilizada a seguinte relagdo: densidade de
ilhotas = (nimero total de ilhotas na se¢éo vezes 1000) dividido pela area
total do pancreas analisado. O resultado é expresso pelo nimero de ilhotas
por 1000 um? de secgao.

das ilhotas pancredticas.

4.8 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS:

A andlise estatistica dos dados foi realizada no programa estatistico
Graphpad Prism versdo 6.01 (Graphpad Inc.; La Jolla, USA). Os
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resultados foram descritos como média + desvio padrdo (DP) ou média +
erro padrdo da média (EPM) quando realizados testes paramétricos e
mediana e intervalo interquartil quando foram aplicados testes ndo
paramétricos. Para avalia¢do da distribuicao dos dados foi aplicado o teste
de normalidade de Kolmogorov-Simirnov, Shapiro-wilk ou D’Agostin
and Pearson sendo considerado simétrico se aprovado por a0 menos um
dos testes. Para os dados continuos que apresentaram distribuigdo normal,
foi aplicado o teste t de Student ou a analise de variancia de duas vias
(two-way ANOVA) seguido de post test de Tukey. Para dados continuos
gue ndo apresentaram distribuicdo normal, foi aplicado Mann-Whitney ou
Kruskal-Wallis. Para verificacdo de outliers foi utilizado o programa
GraphPad QuickCalcs. O nivel de significancia adotado foi de 95%
(p<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DO MODELO 6-OHDA

5.1.1. Animais responsivos ao rotarod

Apos a realizacdo do teste nos dois lotes experimentais, totalizando 40
animais, 92,5% deles responderam de forma positiva ao parametro
analisado, enquanto que 7,5% ndo permaneceram o tempo estipulado pelo

protocolo de avaliagdo basal (1 minuto) e, portanto, ndo seguiram para o
procedimento cirdrgico (Figura 7).
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Figura 7. Porcentagem de animais responsivos ao protocolo de avaliagdo motora
basal.

5.2. PARAMETROS MOTORES
5.2.1. Campo aberto

Neste parametro, foi possivel observar que 20 pg de 6-OHDA,
introduzida bilateralmente no estriado dorso lateral foi capaz de promover
um prejuizo motor nos animais no 7° dia ap6s a cirurgia estereotéxica.
Neste periodo, 0s animais do grupo 6-OHDA apresentaram uma reducao
de 43,4% no nlmero de cruzamentos laterais (Figura 8A) e 43% de
redugdo no numero de cruzamentos totais, quando comparados ao grupo
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Controle (Figura 8C). Néo foi observada nenhuma alteragdo no nimero
de cruzamentos centrais (Figura 8B) e apenas uma tendéncia de reducéo
na frequéncia de evocagdo do comportamento rearing (Figura 8D).
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Figura 8. Efeito da injecéo de 6-OHDA, no 7° dia do protocolo experimental, em
parametros motores de ratos avaliados no teste do campo aberto. (A) nimero de
cruzamentos laterais; (B) nimero de cruzamentos centrais; (C) nimero total de
cruzamentos. (centrais + laterais); (D) frequéncia média de rearings. Dados séo
mediana e intervalo interquartil. (A-D) Mann Whitney. p<0,05. (A-D) n=8-9.

No 35° dia apds a cirurgia estereotaxica (terceiro dia de tratamento com
GC), foi possivel observar que a manutencao do prejuizo motor por acéo
da administracdo da 6-OHDA, como pode ser observado pela reducéo de
62% no numero de cruzamentos laterais e 67% do nUmero de
cruzamentos totais do grupo 6-OHDA quando comparado com o controle
(Figura 9A,C). Néo foi observado diferenca quando avaliado o nimero
de cruzamentos centrais e a evocagdo do comportamento rearing em
ambos os grupos 6-OHDA e 6-OHDA+Dexa em relacdo aos seus
respectivos grupos controles (Figura 9B,D).
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Figura 9. Efeito da injecdo de 6-OHDA, no 35° dia do protocolo experimental,
em pardmetros motores de ratos avaliados no teste do campo aberto. (A) nimero
de cruzamentos laterais; (B) nimero de cruzamentos centrais; (C) nimero total
de cruzamentos (centrais + laterais); (D) frequéncia média de rearings. Dados séo
mediana e intervalo interquartil. Kruskal-Wallis com post hoc de Dunn. n=8-9.

5.2.2. Rotarod

A administracéo bilateral de 6-OHDA no estriado dorso lateral foi capaz
de promover prejuizo na coordenacdo motora e na locomocdo dos
animais. Na velocidade de 12 rpm, o grupo 6-OHDA apresentou uma
reducdo no tempo de permanéncia no aparato de 39% ao 7° dia pOs-
operatério, quando comparado ao grupo Controle (Figura 10). Além
disso, o grupo 6-OHDA também apresentou uma reducéo de 63% e 60%
na velocidade de 20 e 24 rpm, respectivamente (Figura 10).
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Figura 10. Efeito da injecdo de 6-OHDA, no 7° dia do protocolo experimental,
em parametro motor de ratos avaliado no rotarod. Laténcia para queda em
segundos nas velocidades de 12, 20 e 24 rpm. Dados sdo mediana e intervalo
interquartil. Mann Whitney. p<0,05. n=16-17.

No 21° dia, foi possivel observar que o grupo 6-OHDA manteve uma
reducdo no tempo de permanéncia no equipamento de 40%, 62% e 68%
nas velocidades de 12, 20 e 24 rpm, respectivamente, comprovando a
persisténcia do prejuizo motor (Figura 11).
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Figura 11. Efeito da injecdo de 6-OHDA, no 21° dia do protocolo experimental,
em parametro motor de ratos avaliado no rotarod. Laténcia para queda em
segundos nas velocidades de 12, 20 e 24 rpm. Dados sdo mediana e intervalo
interquartil. Mann Whitney. p<0,05. n=16-17.

O mesmo padrdo de resposta foi observado ao 35° do protocolo
experimental (terceiro dia de tratamento com GC), onde os animais 6-
OHDA apresentaram uma reducdo na permanéncia do rotarod de 46% na
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velocidade de 12 rpm, 59% em 20 rpm e 54% em 24 rpm, comparado ao

respectivo grupo controle.
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Figura 12. Efeito da injecdo de 6-OHDA, no 35° dia do protoclo experimental,
em parametro motor de ratos avaliado no teste rotarod. (A) laténcia para a queda
(em segundos) em protocolo de aceleracdo crescente sem a distingdo do
tratamento com dexametasona; (B) laténcia para a queda (em segundos) na
velocidade de 12 rpm; (C) laténcia para a queda (em segundos) na velocidade de
20 rpm; (D) laténcia para a queda (em segundos) na velocidade de 24 rpm. Dados
sdo mediana e intervalo interquartil. Kruskal-Wallis com post hoc de Dunn. n=8-

9.
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5.3. PARAMETROS MURINOMETRICOS E METABOLICOS
5.3.1. Peso corporeo e ingestdo alimentar

Nas 10 primeiras semanas do protocolo experimental, ndo foi possivel
observar diferenga na evolucdo da massa corporal entre 0s 2 grupos
experimentais analisados (Figura 13A). Na décima semana iniciou-se o
desafio metabdlico por meio do tratamento com a dexametasona. A partir
deste momento o parametro foi analisado em 4 grupos experimentais. O
grupo Dexa apresentou uma redugdo de 11,45% do peso corp6reo (A
44,66 g) ao fim do tratamento, enquanto que 0 grupo O grupo 6-
OHDA+dexa apresentou uma reducdo de 10,62% no peso corporal (A
38,87 g) ao final do tratamento (Figura 13B).

O consumo alimentar foi semelhante entre os 2 grupos analisados, nas 10
primeiras semanas do protocolo experimental, exceto por uma redugdo
transitdria no consumo na primeira semana do protocolo experimental,
guando comparado ao grupo Controle (Figura 13C). Na décima semana
iniciou-se o desafio metabdlico com dexametasona, a partir deste
momento, o parametro foi analisado em 4 grupos experimentais. Nesta
analise os grupos Dexa e 6-OHDA+Dexa, apresentaram uma reducao de
25% e 32% em comparagdo aos seus respectivos grupos controles.
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Figura 13. Peso corpéreo e ingestdo alimentar ao longo de 11 semanas. (A)
Massa corporal dos grupos Controle e 6-OHDA nas 10 primeiras semanas. (B)
Massa corporal normalizada (a partir do 1° dia de tratamento) dos grupos
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Controle, Dexa, 6-OHDA e 6-OHDA+dexa durante os 6 dias de tratamento com
dexametasona. (C) Consumo alimentar dos grupos Controle e 6-OHDA durante
as 10 primeiras semanas. (D) Consumo alimentar dos grupos Controle, Dexa, 6-
OHDA e 6-OHDA+dexa durante todo o protocolo experimental. Dados séo
média + EPM. O simbolo “*” indica diferenga em relagdo ao grupo Controle,
enquanto que “#” indica diferenga significante em relacdo ao grupo 6-OHDA.
(A,C) teste t de Student, p<0,05, n=16-17. (B,D) utilizado ANOVA de duas vias
com medidas repetidas, p<0,05, n=8-9.

5.3.2. Tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina

Considerando que o prejuizo motor foi constatado, prosseguimos com as
analises de parametros metabolicos a fim de identificar possiveis
alteragdes causadas pelo desfecho neuromotor. No 7° dia do protocolo
experimental foi realizado o ipGTT e foi possivel observar que o grupo
6-OHDA apresentou um aumento significante na glicemia apenas no
minuto 30 apo6s infusdo intraperitoneal de glicose, em comparacdo com o
grupo Controle (Figura 14A). A analise da area-sob-a-curva nado revelou
alteracdo na tolerancia (Figura 14B). Para confirmar se esta alteracdo
pontual na glicemia do minuto 30 pode estar acompanhada por uma
reducdo na sensibilidade a insulina, realizamos o ipITT no 8° dia do
protocolo experimental. O grupo 6-OHDA ndo apresentou alteracdo na
sensibilidade a insulina em comparacédo ao grupo Controle (Figura 14C-
D).
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Figura 14. Valores de glicemia durante o teste intraperitoneal de tolerancia a
glicose e a insulina no 7° e 8° dia do protocolo experimental, respectivamente.
(A) GTT no 7° dia. (B) ITT no 8° dia. (C) Area-sob-a-curva do GTT no 7° dia.
(D) Area-sob-a-curva do ITT no 8° dia. (A, C) Dados sdo média + EPM. (B, D)
Dados sdo média + DP. O simbolo “*” indica diferenca em relagdo ao grupo
Controle. (A,B) ANOVA de duas vias com medidas repetidas. (C,D) Teste t de
Student. p<0,05, n= 16-17.

No ipGTT realizado no 22° pos-operatério, 0 grupo 6-OHDA nédo
apresentou diferencas significantes nos valores glicémicos, nos minutos
30, 60 e 120, quando comparados com o grupo Controle, apés infuséo
intraperitoneal de glicose (Figura 10A,C). Além disso, o grupo 6-OHDA
também néo apresentou alteracfes na sensibilidade a insulina, quando
comparado ao grupo Controle (Figura 10B,D).
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Figura 15. Valores de glicemia durante o teste intraperitoneal de tolerancia a
glicose e a insulina no 22° e 23° dia do protocolo experimental, respectivamente.
(A) GTT no 22° dia. (B) ITT no 23° dia. (C) Area-sob-a-curva do GTT no 22°
dia. (D) Area-sob-a-curva do ITT no 23° dia. (A, B) Dados sdo média + EPM. (C,
D) Dados sdo média = DP. (A,B) ANOVA de duas vias com medidas repetidas.
(C,D) Teste t de Student. p<0,05, n= 16-17.

No 36° dia do protocolo experiemental (5° dia do tratamento com
dexametasona), o tratamento com dexametasona resultou em intolerancia
a glicose nos grupos Dexa e 6-OHDA+Dexa, quando comparados com 0s
respectivos grupos Controle e 6-OHDA, como observados nos minutos
30, 60 e 120 (Figura 16A) e na area-sob-a-curva (Figura 16C). Para
confirmar se esta intolerancia a glicose foi acompanhada de uma reducéo
na sensibilidade a insulina, no 37° dia do protocolo experimental foi
realizado o ipITT. Foi possivel verificar reducdo da sensibilidade a
insulina a julgar pelos dados da area-sob-a-curva nos grupos Dexa e 6-
OHDA+Dexa, quando comparados aos grupos Controle e 6-OHDA
(Figura 16D).
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Figura 16. Valores de glicemia durante o teste intraperitoneal de tolerancia a
glicose e a insulina no 36° e 37° dia do protocolo experimental, respectivamente.
(A) GTT no 36° dia. (B) ITT no 37° dia. (C) Area-sob-a-curva do GTT no 36°
dia. (D) Area-sob-a-curva do ITT no 37° dia. (A, B) Dados sdo média + EPM. (C,
D) Dados sdo mediana e intervalo interquartil. O simbolo “*” indica diferenga em
relagdo ao grupo Controle, enquanto que “#” indica diferenca significante em
relacdo ao grupo 6-OHDA. (A,B) ANOVA de duas vias com medidas repetidas.
(C,D) Kruskal-Wallis com post hoc de Dunn. p<0,05, n=8.

5.3.3 parametros circulantes

Foi possivel observar que ao fim do protocolo experimental os grupos
Dexa e 6-OHDA+Dexa apresentaram aumento das concentragdes de
insulina plasmatica quando comparados aos grupos Controle e 6-OHDA
por efeito do GC. O parkisonismo induzido por 6-OHDA né&o resultou em
alteragdes na insulinemia quando comparado ao grupo controle (Figura
17B). Também foi possivel observar que os grupos tratados com
dexametasona, Dexa e 6-OHDA+Dexa, apresentaram aumento das
concentracBes de triglicerideos plasmaticos, quando comparados ao
grupo Controle e 6-OHDA, respectivamente (Figura 17A). Além disso,
0s 4 grupos experimentais avaliados ndo apresentaram diferencas em
relacdo aos niveis plasmaticos de colesterol (118, 108, 110 e 105 mg/dL,
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para 0s grupos Controle, Dexa, 6-OHDA e 6-OHDA+Dexa,
respectivamente).
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Figura 17. Parametros circulantes. (A) Concentracdo de triglicerideos
plasmaéticos. (B) Concentracdo plasmatica de insulina, ap6s a eutanasia, no 38°
dia do protocolo experimental. Dados sdo média + DP. O simbolo “*” indica
diferenca significativa em relagéo ao grupo Controle, enquanto que “#” diferenca
em relagéo ao grupo 6-OHDA. Kruskal-Wallis com post hoc de Dunn, p<0,05,
n=8-9.

5.3.4 parametros hepaticos

O acumulo de glicogénio e gordura hepatico estdo entre os desfechos mais
comuns nos contextos de doencas metabdlicas (e.g., obesidade, diabetes).
Assim, com o intuito de verificar se o tratamento com 6-OHDA afetou
tais parametros, os mesmos foram investigados bioguimicamente e
histologicamente. Os grupos tratados com dexametasona, Dexa e 6-
OHDA+dexa, apresentaram maior conteldo de glicogénio e
triacilglicerol hepatico, quando comparados ao grupo Controle e 6-
OHDA, respectivamente (Figura 18A,B, respectivamente). Como
observado, a toxina 6-OHDA néo foi capaz de promover diferencas nos
pardmetros hepéticos analisados.
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Figura 18. Pardmetros hepéticos. (A) Conteldo de glicogénio hepético. (B)
Contetdo de triacilglicerol hepatico. Dados sdo média + DP. O simbolo “*”
indica diferenca significativa em relagdo ao grupo Controle, enquanto que “#”
diferenca em relagdo ao grupo 6-OHDA. Utilizado ANOVA de duas vias com
post hoc de Tukey, p<0,05, n=8-9.

A

Na avaliacdo histoldgica qualitativa (Figura 19), 88,8% das laminas do
grupo Dexa e 100% das laminas do grupo 6-OHDA+dexa tiveram
acumulo de glicogénio e triacilglicerol hepatico, como apresentado nas
imagens a seguir pelos vactolos em branco.
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Controle

6-OHDA+Dexa

Figura 19. Imagens representativas do figado nos grupos experimentais
Controle, Dexa, 6-OHDA e 6-OHDA+dexa. Hematoxilina & Eosina, escala em
4x representa 200 pm, enquanto a escala em 20x representa 50 pm.

No grupo 6-OHDA foi observado acimulo de glicogénio e triacilglicerol
em 12,5% das seccOes analisadas e como esperado nenhum figado do
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grupo Controle teve acimulo de glicogénio e triacilglicerol (Figura 20 e
Tabela 1).
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Figura 20. Actmulo de triacilglicerol e glicogénio hepaticos nos 4 grupos
experimentais analisados. p<0,05, n=8-9. Utilizado Qui-quadrado, p<0,05, n=8-
9.

5.3.5. Adiposidade e 6rgao metabdlicos

Apo6s a perfusdo e consequente eutanasia dos animais, a massa relativa
das gorduras e dos 6rgdos metabdlicos foi quantificada. Nao foi possivel
observar diferenca na adiposidade nos 3 tecidos adiposos analisados:
gordura omental (Figura 21A), epididimal (Figura 21B) e retroperitoneal
(Figura 21C). No entanto, os animais tratados com dexametasona, grupo
Dexa e 6-OHDA+dexa, apresentaram uma tendéncia de aumento da
massa relativa do figado, quando comparados ao grupo Controle e 6-
OHDA, respectivamente (Figura 21D). Além disso, foi possivel observar
gue a massa das glandulas adrenais também foi menor no grupo 6-
OHDA+Dexa em comparagdao com o grupo 6-OHDA (Figura 21F). Por
fim, ndo foi possivel observar diferencas entre a massa relativa do baco
nos 4 grupos analisados (Figura 21E).
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Figura 21. Massa relativa dos 6rgdos coletados. (A) gordura omental. (B)
gordura epididimal. (C) gordura retroperitoneal. (D) Figado. (E) Bago. (F)
Adrenais. (A-F) Dados mediana e intervalo interquartil. O simbolo “*” indica
diferenca em relagdo ao grupo Controle, enquanto que “#” indica diferenca
significante em relagdo ao grupo 6-OHDA. (A-F) Kruskal-Wallis com post hoc
de Dunn, p<0,05, n= 8.
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5.3.6 Massa de pancreas endécrino

N&o existiu diferenca na massa relativa do péncreas dos 4 grupos
experimentais analisados (Figura 22A). A partir das secgdes pancreaticas
(Figura 23) foi possivel demonstrar 0 aumento da massa relativa das
ilhotas pancredticas nos grupos tratados com a dexametasona (Dexa e 6-
OHDA+dexa) (Fig. 22B). O tratamento com 6-OHDA n&o teve nenhum
efeito per se. O aumento da massa relativa ndo esteve acompanhado do
aumento da densidade de ilhotas pancreéaticas nos 4 grupos experimentais,
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implicando em hiperplasia e/ou hipertrofia das células f e ndo em
formacdo de novas ilhotas.
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Figura 22. Massa de pancreas endocrino. (A) Massa relativa do pancreas. (B)
Massa de pancreas enddcrino. (C) Densidade de ilhotas pancreéaticas. Dados sao
média + DP. O simbolo “*” indica diferenga em relagdo ao grupo Controle,
enquanto que “#” indica diferenga significante em relagdo ao grupo 6-OHDA.
Utilizado ANOVA de duas vias com post hoc de Tukey, p<0,05, n=8-9.
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Figura 23. Imagens representativas do pancreas nos grupos experimentais
Controle, Dexa, 6-OHDA e 6-OHDA+dexa. Colora¢do: Hematoxilina & Eosina.
Escala em objetiva de 4x representa 200 pm.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, foi investigado o impacto da administracéo
bilateral da 6-OHDA no estriado de ratos, sobre possiveis desfechos
metabdlicos. O modelo de administracdo bilateral foi utilizado com o
objetivo de promover um prejuizo motor mais robusto e consistente, o
que facilita a deteccdo de possiveis problemas na homeostase glicémica
ou lipidica. Nessa abordagem, a administracdo da 6-OHDA no estriado é
capaz de promover uma lesdo que evolui gradualmente da via
nigrostriatal, 1 dia ap6s a realizacdo do procedimento estereotaxico, até
as células nigrais, 1 semana p6s-injecdo, atingindo a degeneracdo maxima
entre 2-3 semanas (SAUER, OERTEL, 1994; PRZEDBORSKI et al.,
1995; BLANDINI et al., 2007). Somado a isso, a dose de 20 pg
administrada no estriado é capaz de promover uma perda de 20% a 85%
das células dopaminérgicas da SNpc e 60-90% no estriado, 2 semanas
apos a realizacdo do procedimento cirlrgico (PRZEDBORSKI et al.,
1995; LEE et al., 1996; KIRIK et al., 1998; BLANDINI et al., 2007).

Na PD ha extensa perda de neurdnios dopaminérgicos da SNpc,
resultando em um declinio nas concentracfes de dopamina do estriado,
gerando uma serie de deficiéncias motoras tais como rigidez, tremor e
perda do reflexo postural (BEAL, 2005; RIEDERER, WUKETICH,
1976). Em estudos in vivo, a perda dopaminérgica, resultante da acdo da
6-OHDA, e a confirmacdo dos prejuizos motores podem ser realizadas
através da analise de comportamentos motores supramencionados. Em
nosso estudo, demonstramos que a infusdo de 6-OHDA no estriado
dorsolateral em ratos promoveu prejuizos motores tais como diminuicdo
da atividade exploratéria aos 7 e 35 dias apds a administracdo de 6-
OHDA. Matheus e colaboradores (2015) mostraram que a administracdo
bilateral de 20 pg no estriado dorsolateral de ratos promove prejuizos na
locomocao esponténea, visualizados pelo teste do campo aberto, 21 dias
apos a inoculagdo da toxina. Além disso, Hegazy e colaboradores (2017)
mostraram que a administracdo intraestriatal unilateral de 10 pg de 6-
OHDA também foi capaz de produzir diminui¢do na locomogao e no
comportamento exploratério de ratos Wistar machos, observados 3
semanas apds o tratamento com a toxina. Outros estudos também
mostraram que a administrag&o unilateral de 20 pg e bilateral de 15 pg no
estriado, promove déficit na locomog&o e no comportamento exploratério
de ratos (ARAUJO et al., 2013; RAMPERSAUD et al., 2012). Além do
prejuizo locomotor e exploratério, a coordenagdo motora também foi
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comprometida em nossos ratos 6-OHDA. Tal impacto também foi
demonstrado em ratos 1 semana ap6s a administracdo unilateral de 28 ug
ou bilateral de 20 pg de 6-OHDA (MONVILLE, TORRES &
DUNNETT, 2006; KUMAR et al., 2012). Assim, os dados motores
obtidos em nosso estudo com os ratos 6-OHDA estdo em acordo com 0s
estudos supracitados demonstrando a validade de nosso modelo. Além
disso, nossos dados também sdo corroborados por dados da literatura a
respeito da manutencdo do déficit motor (RAMPERSAUD et al., 2012;
MATHEUS et al., 2016), observado nos 35 dias do protocolo
experimental.

Evidéncias sugerem que 7 dias de tratamento com dexametasona
(1 mg/kg) em camundongos pode inibir parcialmente a ativacdo
microglial, através da atenuacdo da producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, protegendo contra a degeneracdo de neurdnios
dopaminérgicos em modelos in vivo da doenca de Parkinson, o que
poderia resultar em uma melhora do quadro motor (CASTANO et al.,
2002; KURKOWSKA-JASTRZEBSKA et al., 2004). No entanto, ndo
observamos diferencas nos testes comportamentais realizados no 35° dia
do protocolo experimental (4° dia de exposicdo ao glicocorticoide) nos
animais tratados com dexametasona e seus respectivos controles. Isso
pode ser explicado, pois nosso delineamento experimental ndo introduziu
o glicocorticoide de maneira preventiva, ou seja, anteriormente a lesdo
dopaminérgica, como observado nos trabalhos supracitados (CASTANO
et al., 2002; KURKOWSKA-JASTRZEBSKA et al., 2004).

Os dados murinométricos obtidos em nosso estudo néo revelaram
qualquer impacto da administracdo de 6-OHDA na massa corporal € na
ingestdo alimentar. O sistema dopaminérgico nigrostriatal desempenha
um papel essencial na regulacdo do apetite e do peso corporal
(UNGERSTEDT, 1971; FIBIGER, ZIS & MCGEER, 1973; LENARD,
1977). Estudos demonstraram que pacientes com PD tendem a perder
peso com a progressdo da doenca, apresentando um peso corporal menor
guando comparados com a populacéo controle de idade correspondente
(BEYERetal., 1995; CHEN et al., 2003; LOREFALT et al., 2006). Além
disso, evidéncias em modelos animais sugerem que lesbes
dopaminérgicas superiores a 95% promovem adipsia e hipofagia
(UNGERSTEDT, 1971; SAKAI, GASH, 1994). No entanto, as
coordenadas utilizadas na cirurgia estereotaxica, favorecem a leséo
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estriatal, sendo assim, de menor intensidade e com desenvolvimento mais
lento o que pode ter impossibilitado a observacdo dessas alteragdes.

Ja por efeito do glicocorticoide, os grupos tratados com
dexametasona apresentaram reducdo de peso corpéreo ao final do
tratamento. Essa perda de peso causada pelo tratamento com
dexametasona ja é bastante demonstrada. De vos e colaboradores (1995),
mostraram que ratos tratados uma vez ao dia, durante 20 dias, com uma
dose subcutanea de hidrocortisona (1, 10 e 100 ug/g/dia) apresentaram
uma diminuicdo no peso corporal e na ingestdo alimentar. Outros
trabalhos mostraram que a administracdo subcutdnea de dexametasona
nas doses de 0,1, 0,5 e 1 mg/kg/dia, durante 5 dias, foi capaz de promover
uma reducéo da ingesta alimentar e do peso corpéreo (RAFACHO et al.,
2008). Tais eventos sdo observados, pois 0s glicocorticoides podem
promover: i) a reducdo do peso corporeo, através da supressdo da
osteoblastogénese, assim como pela apoptose de osteoblastos,
diminuindo a densidade 6ssea (MANOLAGAS, WEINSTEIN 1999;
TACK et al., 2016), ii) aumento da lipdlise no tecido adiposo e do efeito
catabolico sobre o tecido muscular, o que pode auxiliar na diminuicdo do
peso corporal (FRANCO-COLIN et al., 2000; KIM et al., 2012), iii)
diminuicdo da expressao dos neuropeptidios orexigenos NPY e AGRP, o
que explica, em partes, a diminuicdo da ingestdo alimentar e do peso
corporal (LIU et al., 2011); iv) aumento das concentrac@es de insulina e
leptina plasméaticas que atuam em sinergia no nucleo arqueado
promovendo a saciedade (RAFACHO et al., 2008; CALDEFIE-CHEZET
et al., 2001) e v) balanco hidrico negativo (THUNHORST, BELTZ &
JOHNSON 2007).

A administracdo da 6-OHDA também ndo afetou de forma
significativa a tolerancia a glicose nem a sensibilidade a insulina. Exceto
pelo incremento da glicemia nos minutos 30 ap06s sobrecarga de glicose
no 7° dia em ratos 6-OHDA, quando comparados ao grupo Controle. No
entanto, essa diferenca ndo persistiu ao longo do tempo, como observado
no segundo ipGTT realizado aos 22 dias apds a cirurgia estereotéxica.
Além disso, ndo foi possivel observar alteracdes nos dados de area-sob-
a-curva, tanto no primeiro quanto no segundo ipGTT. No que tange a
interpretacéo dos dados obtidos com os ITTs, ndo foi possivel observar
diferencas na sensibilidade a insulina no grupo 6-OHDA, quando
comparado ao grupo Controle. Sendo assim, é possivel afirmar que essa
elevacdo transitdria na glicemia ao minuto 30 do primeiro ipGTT nédo
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indica uma reducdo da tolerancia a glicose e tal fato ndo foi observado
nos dois momentos subsequentes (22° e 35° dia do protocolo
experimental).

Alguns estudos tentaram apresentar alguma associagdo entre PD
e prejuizos na homeostase glicémica, no entanto, séo raras as evidéncias
em modelo de experimentacdo animal. J& foi observado um aumento na
fosforilagdo em serina do substrato do receptor de insulina 2 (IRS2), ap6s
a deplecdo de dopamina induzida pela administragéo unilateral de 12 pg
de 6-OHDA na SNpc de ratos, resultando em um prejuizo da sinalizacéo
da insulina no estriado (WHITE, 2002; MORRIS et al., 2008,2011). No
entanto, os pesquisadores ndo observaram alteracfes na tolerancia
periférica a glicose, corroborando os dados relatados em nosso estudo.

Na ultima semana do protocolo experimental foi realizado o
terceiro ipGTT e ipITT. Neste momento, 0s grupos dexametasona, Dexa
e 6-OHDA+Dexa, estavam no 5° e 6° dia do tratamento com
glicocorticoide, respectivamente. O tratamento com a 6-OHDA ndo
causou nenhuma modificacdo nestes parametros, ndo exacerbando a
intolerancia a glicose e a resisténcia a insulina causada pelo tratamento
com o GC. Como j& mencionado anteriormente, o efeito do GC sobre a
tolerancia a glicose e atenuacdo da sensibilidade a insulina ja foi descrito
em diversos trabalhos experimentais (SCHNEITER, TAPPY 1998;
KIMURA etal., 2000; VAN RAALTE et al., 2010; RAFACHO et al.,
2008). Diversos mecanismos medeiam essa alteracdo na homeostase
glicémica, dentre eles a supra regulacdo hepatica da gliconeogénese,
através da estimulagdo da expressdo do gene PEPCK e G6Pase,
desempenha um papel importante nas condicGes de resisténcia a insulina
relacionada com o excesso de GC (PASIEKA, RAFACHO, 2016).

A diminuicdo da sensibilidade a insulina, apés o tratamento com
dexametasona, esteve acompanhada de um aumento das concentracdes
plasmaticas de insulina e de aumento da massa relativa das ilhotas
pancreaticas em ambos 0s grupos tratados com dexametasona. Isso ocorre
como resultado de uma resposta compensatéria das células [-
pancreaticas, diante deste contexto de resisténcia a insulina causada pelo
excesso de GC, que mantém normoglicemia como observado no minuto
0 do ipGTT (RAFACHO et al., 2011; RAFACHO, BOSCHERO, &
ORTSATER, 2012). No entanto, a hiperinsulinemia nao foi suficiente
para prevenir a intolerancia a glicose visualizada ap6s a sobrecarga de
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glicose durante o ipGTT e isso encontra respaldo em estudos anteriores
onde mesmo a uma dada hiperinsulinemia ndo foi possivel evitar a
intolerancia a glicose (RAFACHO et al., 2008, ANGELINI et al., 2010,
GIOZZET et al., 2008).

Como um prejuizo na homeostase glicémica pode ser seguido por
um desequilibrio na homeostase lipidica, foram avaliados alguns
componentes do metabolismo lipidico (NOVELLI et al., 1999;
RAFACHO et al., 2008). O tratamento com GC resultou em aumento dos
niveis circulantes de triacilglicerol, com paralelo aumento no contetdo de
gordura hepatica, corroborando dados presentes na literatura. Estudos
mostraram que 0s GCs podem aumentar 0s niveis séricos de TG, por meio
da inibicdo da lipoproteina lipase no tecido adiposo (BAGDADE,
ALBERS & PYKALISTO, 1976; FRANCO-COLIN et al., 2000). No
entanto, 0 aumento das concentracdes séricas de insulina ndo foi
suficiente para evitar a hipertrigliceridemia. E importante salientar que a
presenca dos déficits motores evocados pela administragéo bilateral de 6-
OHDA ndo afetaram os parametros lipidicos nem exacerbaram os
desfechos dos GCs. Além disso, dados da literatura sugerem que 0s GCs
promovem lipogénese e adipogénese em tecido adiposo visceral e
reducdo do tecido adiposo periférico, devida a sua acdo lipolitica
(RAFACHO etal., 2014). Porém, ndo foi possivel observar alterag6es dos
compartimentos de gordura analisados (gordura omental, epididimal e
retroperitoneal). O processo de perfusdo, pode ter mascarado a
visualizacdo destas alteracfes, uma vez que os tecidos menos solidos,
como as gorduras, foram capazes de reter a solugdo utilizada para o
procedimento de perfusdo. Também foi possivel observar que a toxina 6-
OHDA, ndo promoveu altera¢cdes nos componentes lipidicos circulantes,
assim como na massa relativa dos depdsitos de gordura.

A relacdo entre neurodegeneracdo e desfechos metabdlicos é
complexa e influenciada por inimeros fatores, que tornam dificil definir
com precisdo o(s) fator(es) causal(is). Por exemplo, existe evidéncia
ligando a gravidade da neurodegeneracdo causada por 6-OHDA com um
prejuizo metabolico prévio (isto é, obesidade induzida por dieta) em ratos
(MORRIS et al., 2010). Da mesma forma, ha também evidéncias ligando
a inflamacdo do hipotalamo, desencadeada pela infusdo de oligdmeros
AP, com a posterior disfun¢éo na homeostase metabdlica (CLARKE et
al. 2015), sugerindo uma relacdo entre componentes centrais e
periféricos.
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Com nosso desenho experimental atual, definimos o fator
independente (tratamento com 6-OHDA) e, em seguida, consideramos
todos os desfechos metabdlicos como varidveis dependentes e, ao fazer
isso, tentamos isolar o maximo possivel o fator causal. Evidéncias
recentes demonstraram a relacdo entre distlrbios metabdlicos e
consequente prognostico negativo para PD. Por exemplo, a coexisténcia
de DM2 com PD leva a uma progressdo motora mais rapida e declinio
cognitivo (PAGANO et al., 2018), bem como a reducdo da
disponibilidade de transporte de dopamina no estriado caudado e ventral
gue estdo associados a desempenhos cognitivos reduzidos (CHUNG et
al., 2018) quando comparado ao paciente com apenas PD. Além disso, 0
conteudo da tau e da a-sinucleina no liquido cefalorraquidiano é maior
em pacientes com PD e DM2 em relagéo aos pacientes apenas com PD, e
esses marcadores ja sdo supra regulados em pacientes com DM2 em
comparacdo a controles saudaveis (PAGANO et al ., 2018), indicando
uma relacéo entre os marcadores da PD e DMT2. Essa relacdo mutua é
reforcada quando se considera os beneficios de alguns antidiabéticos (isto
é, agonistas do peptideo semelhante a glucagon-1 e inibidores da
dipeptidil peptidase-4) no processo neurodegenerativo em pacientes com
DP (ASHRAGUI et al., 2016).

Um estudo recente conduzido por ter Horst et al. (2018) revelou
gue a estimulacdo cerebral bilateral visando o ndcleo accumbens (NAc)
melhora alguns aspectos metabdlicos de pacientes com diabetes (isto €,
melhora a sensibilidade a insulina periférica). Este estudo também
demonstrou que a deplecdo farmacoldgica da dopamina diminui a
sensibilidade & insulina, enquanto a ativagdo optogenética dos neurénios
do receptor dopaminérgico-1 do NAc melhora a tolerancia a glicose em
camundongos, sugerindo que a sinalizacdo da dopamina do estriado
desempenha um papel no metabolismo da glicose.
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7. CONCLUSAO

Assim, concluimos que a leséo bilateral no estriado dorsolateral
com 6-OHDA causa déficits motores persistentes e ndo promove qualquer
impacto sobre a homeostase glicémica e lipidica bem como néo exacerba
qualquer efeito adverso causado pelo excesso de GC no metabolismo
glicémico e lipidico. Essas observagdes sugerem que a neurodegeneracao
dos circuitos dopaminérgicos ndo promove prejuizos metabdlicos.

8. PERSPECTIVAS

Para pesquisas futuras, algumas abordagens sdo sugeridas com o
intuito de refinar o modelo: 1) seria a administracdo bilateral de 6-OHDA
em regifes que sdo capazes de promover maior neurodegeneracdo
dopaminérgica capaz de revelar possiveis desfechos na homeostase
metabdlica; 1) ou seria a utilizacdo de modelo animal genético uma
alternativa para a visualizacdo de possiveis alteragdes na homeostase
glicémica e lipidica? Haja vista que podem mimetizar melhor a PD,
guando comparados a modelos que utilizam toxinas e; Ill) poderiam as
alteragdes periféricas preceder as alteragdes centrais?

9. DESAFIOS ENCONTRADOS

Durante esses dois anos de muito trabalho, alguns desafios
apareceram durante a execucdo do projeto. Logo no inicio do protocolo
experimental, foi realizado o procedimento estereotaxico, o qual requer
um certo grau de conhecimento sobre neuroanatomia e intensa préatica
para a correta execugao, pois a inoculacdo da toxina em &reas cerebrais
ndo correspondentes a area de estudo, impossibilitaria a visualizagdo dos
desfechos motores, inviabilizando o modelo experimental. Além disso, o
tempo investido na padronizacgdo dos testes comportamentais e montagem
da sala para realizagdo dos experimentos motores, visto que 0 nosso
laboratério ndo possuia um ambiente padronizado para a execucdo das
metodologias de avaliagcdo motora.
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Podemos citar também as imuno-histoquimicas dos encéfalos,
para a avaliacdo da perda dopaminérgica, e do pancreas, para marcagao e
quantificacdo das células P pancreaticas, que estavam presentes,
inicialmente, no cronograma experimental. Tais metodologias foram
realizadas, no entanto, sem sucesso, devido a inexperiéncia na realizagéo
dos protocolos ou em etapas anteriores, como a utilizacdo do criostato
para realizacdo de cortes na substancia negra.
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