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RESUMO

A Doenga de Parkinson (DP) ¢ um dos disturbios neurodegenerativos mais comuns em pessoas
com mais de 60 anos. Além dos sintomas motores classicamente conhecidos, como tremores,
bradicinesia e instabilidade postural a DP também se caracteriza por sintomas ndo-motores,
como o prejuizo cognitivo e distirbios de humor. Embora seja considerada um disturbio
associado a idade, atualmente tem surgido evidéncias de que aspectos do
neurodesenvolvimento podem contribuir para a patogénese da DP, mas pouco se sabe sobre o
papel dos esteroides sexuais nesse cenario. Além disso, a DP se manifesta diferentemente entre
os sexos, sendo mais prevalente em homens, o que sugere que os hormoénios sexuais podem
participar da modulacdo de circuitos neurais na sua origem. Dessa forma, torna-se importante
a investigacdo da acdo dos esteroides sexuais durante o neurodesenvolvimento em um modelo
de DP em roedores. No presente estudo investigamos se a programacdo neuroendocrina
neonatal causada pela testosterona em fémeas afeta os sintomas ndo-motores da DP, em um
modelo pré-clinico de DP induzida por MPTP. Além disso, comparamos os resultados
encontrados em fémeas com os achados vistos em machos. Para essa analise, as ratas foram
androgenizadas no primeiro dia de vida pds-natal com uma inje¢do subcutinea de 1,25 mg de
propionato de testosterona. Fémeas controle receberam apenas a inje¢ao de veiculo (6leo de
milho) enquanto os machos controle ndo receberam injecdo. O modelo de DP em roedores foi
realizado por meio da administragdo intranasal da neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6
tetrahidropiridina (MPTP) na dose de 1 mg/narina. Os sintomas ndo-motores como prejuizos
na memoria, reconhecimento olfatério e estado emocional foram avaliados por meio da
aplicacdo do teste de reconhecimento de objetos, discriminagdo olfatoria e borrifagem de
sacarose, respectivamente. As atividades locomotora e motora foram investigadas nos testes de
campo aberto e do rotarod, respectivamente. A avaliacdo qualitativa do botdo genital, distancia
anogenital, abertura vaginal e os pesos relativos dos orgdos reprodutivos femininos
confirmaram o modelo de androgenizac¢do neonatal. O tratamento com MPTP causou prejuizo
olfatorio tanto nas fémeas intactas quanto nas androgenizadas e nos machos. Com relagdo a
locomogao, fémeas expostas ao MPTP apresentaram um aumento na distancia percorrida na
periferia e da frequencia de entradas no centro e periferia, quando comparadas as
androgenizadas e aos machos, ambos tratados com MPTP. As fémeas intactas apresentaram
indice de reconhecimento maior do que androgenizadas e machos, o que foi independente da
administracado de MPTP. Com relagdo a fungdao motora, a androgenizacao neonatal levou a um
prejuizo motor na vida adulta, independente do MPTP. Concluimos que a agdo neonatal da
testosterona causou uma possivel reprogramacao neuroenddcrina que tornou as fémeas mais
vulneraveis a alguns dos prejuizos motores e ndo-motores induzidos pelo modelo de DP. Esses
dados mostram que os esteroides sexuais exercem efeitos organizacionais centrais que podem
impactar nos desfechos cognitivos e motores na vida adulta e indicam que a testosterona pode
exercer um papel desfavoravel nesse contexto dos sintomas na DP.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, androgenizacdo, MPTP, estrogeno, dopamina.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is one of the most common neurodegenerative disorders in people
over 60 years of age. In addition to the classic motor symptoms, like tremors, bradykinesia, and
postural instability, PD is also characterized by nonmotor symptoms, such as cognitive
impairment and mood disorders. Although it is considered an age-associated disorder, there is
new evidence that aspects of neurodevelopment may contribute to the pathogenesis of PD, the
role of sex steroids in this context is still unclear. Furthermore, PD is more prevalent in men
than women, suggesting that sexual hormones may modulate neural circuits at their origin.
Therefore, it is important to investigate the action of sex steroids during neurodevelopment in
a rodent model of PD. In the present study, we investigated whether neonatal neuroendocrine
programming caused by testosterone in females affects nonmotor symptoms of PD, in a
preclinical model of PD induced by MPTP. In addition, we compared the results between males
and females. For this analysis, female rats were androgenized on the first day of postnatal life
with a subcutaneous injection of 1.25 mg of testosterone propionate. Control females received
only the vehicle injection (corn oil) while control males received none. The PD model in rodents
was performed through intranasal administration of the neurotoxin 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6
tetrahydropyridine (MPTP) at a dose of 1 mg/nostril. Nonmotor symptoms such as impairments
in memory, olfactory recognition, and emotional state were evaluated by object recognition,
olfactory discrimination and splash tests, respectively. Locomotor and motor activities were
investigated in the open field and rotarod tests, respectively. The qualitative assessment of the
genital button, anogenital distance, vaginal opening and the relative weights of the female
reproductive organs confirmed the neonatal androgenization. MPTP treatment caused olfactory
impairment in intact and androgenized females, as well as in males. Regarding locomotion,
MPTP-treated females showed an increased distance covered and frequency of entries in the
center and periphery, when compared to androgenized females and males, both treated with
MPTP. Intact females showed a higher recognition rate than androgenized females and males,
independently of MPTP administration. Regarding motor function, neonatal androgenization
caused motor impairment in adulthood, independent of MPTP. We conclude that the neonatal
action of testosterone caused a possible neuroendocrine reprogramming, that made females
more vulnerable to some of the motor and nonmotor impairments induced by the PD model.
These data show that sex steroids exert central organizational effects that can impact cognitive
and motor outcomes in adulthood and indicate that testosterone may play an unfavorable role
in this context of PD symptoms.

Keywords: Parkinson Disease, androgenization, MPTP, estrogen, dopamine.
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1. INTRODUCAO

1.1 Sistema dopaminérgico

A dopamina ¢ um neurotransmissor derivado do aminodacido tirosina pertencente ao
grupo de monoaminas, chamadas de catecolaminas (FERNSTROM; FERNSTROM, 2007). A
dopamina ¢ sintetizada endogenamente tanto no sistema nervoso central (SNC) quanto no
sistema nervoso periférico (SNP) e atua como uma molécula sinalizadora (WURTMAN;

HEFTI; MELAMED, 1980).

O sistema dopaminérgico desempenha papéis importantes na neuromodulagcdo de
funcdes motoras e cognitivas (PAUS, 2001), funcdo de memodria espacial (LUCIANA;
COLLINS; DEPUE, 1998), motivacao (DEPUE; COLLINS, 1999), excitacio (ANDRETIC;
VAN SWINDEREN; GREENSPAN, 2005), reforco, recompensa ¢ afeto (BERRIDGE;
KRINGELBACH, 2008), regulacdo do sono (GROSSMAN et al., 2000), atencdo (ASTON-
JONES, 2005), bem como na alimentacao, olfato e regulacdo hormonal (LI; CHEN; SMITH,
1999).

Foram identificadas quatro vias dopaminérgicas nos SNC de mamiferos: nigroestriatal,
mesolimbica, mesocortical e tuberoinfundibular (ANDEN et al., 1966) (Figura 1). Os neurdnios
dopaminérgicos do mesencéfalo da area tegmental ventral (ATV) projetam-se para o cortex
pré-frontal pela via mesocortical e para o nucleo accumbens pela via mesolimbica (HORVITZ,
2000). Juntos, esses caminhos formam o sistema mesocorticolimbico, que desempenha um
papel na recompensa e motivagdo (KELLEY; BERRIDGE, 2002). O sistema mesolimbico
também ¢ reconhecido por seu papel na determinacao de tragos de personalidade (DEPUE;
COLLINS, 1999). A regiao ATV também ¢ a origem de projecdes dopaminérgicas para a
amigdala, hipocampo, giro cingulado e bulbo olfatério (FALLON; MOORE, 1978). Os
neurénios dopaminérgicos na substancia nigra pars compacta (SNpc) projetam-se para o
estriado e formam a via nigroestriatal. A via nigroestriatal atua no controle da fun¢do motora e
da capacidade de aprendizagem (HIKOSAKA et al., 2002) uma vez que se projeta para areas
mais dorsais dos nucleos da base, onde os habitos comportamentais e cognitivos sao aprendidos
e armazenados (CARLI; EVENDEN; ROBBINS, 1985) A via tuberoinfundibular é formada
por neurdnios dopaminérgicos que se projetam dos nucleos hipotalamicos (nucleo arqueado e
nucleo periventricular) para a hipofise e regulam a secre¢do de prolactina pela hipofise anterior

(DEMAREST; RIEGLE; MOORE, 1984).



®—* \/ia mesocortical
®=> Via mesolimbica
Via nigroestriatal
o—» Via tuberoinfundibular

Figura 1. Distribuigdo das quatro principais vias dopaminérgicas no sistema nervoso central. Adaptado (KLEIN
et al., 2019). NAc: nticleo accumbens. ATV: area tegmental ventral. SN: substancia nigra.

A sintese de dopamina ocorre principalmente pela hidroxilagdo do aminoacido tirosina.
A tirosina ¢ hidroxilada por uma enzima limitante da velocidade de sintese da dopamina, a
tirosina hidroxilase (TH), que converte a tirosina em levodopa (L-DOPA ou
dihidroxifenilalanina). A L-DOPA, por sua vez, pode ser convertida em dopamina pela L-
aminoacido aromatico descarboxilase (DOPA descarboxilase) (CHRISTENSON; DAIRMAN;
UDENFRIEND, 1970). Existe ainda uma via de sintese secundaria da dopamina na qual o
aminodcido sintetizado pela tirosina chamado de p-tiramina, pode ser convertida em dopamina
por meio da atividade do citocromo P450 2D6 (CYP2D6) na substancia negra (BROMEK et
al., 2011). Além disso, como o aminoacido L-fenilalanina pode ser convertido em L-tirosina
pela fenilalanina-4-hidroxilase, a dopamina também pode ser sintetizada indiretamente a partir

da L-fenilalanina (NAGATSU; LEVITT; UDENFRIEND, 1964).

ApoOs a sua sintese, a dopamina ¢ transportada do citosol até ao lumen acido das
vesiculas sinapticas por meio do transportador vesicular de monoamina (VMAT). A dopamina
depositada nas vesiculas sinapticas ¢ armazenada no terminal pré-sinaptico até ser liberada na
fenda sinaptica (HARRINGTON et al., 1996). Na maioria dos casos, a liberagdo de dopamina
ocorre por exocitose ocasionada por alteragdes no potencial de membrana (AGNATI et al.,
1995). Em geral, a dopamina apo6s ser liberada podera ser metabolizada pelas enzimas

monoamina oxidase B (MAO-B) ou pela catecol-O-Metiltransferase (COMT) (DAMIER et al.,



1996) ou ser recaptada pelas células pré-sindpticas por meio do transportador de dopamina
(DAT) ou por transportadores de monoamina (MATs) (HARRINGTON et al., 1996); ou ainda

ligar-se aos seus receptores pré- ou pos-sinapticos (GARRIS et al., 1994).
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Figura 2. Ilustrago da sintese da dopamina. Adaptado de (KLEIN et al., 2019). TH: tirosina hidroxilase. VMAT:
transportador vesicular de monoamina. MAO: monoamina oxidase. DAT: transportador de dopamina.

A dopamina exerce suas agdes no circuito neuronal ligando-se a receptores
metabotrdpicos, ou seja, receptores acoplados a proteina G (GPCRs) e levam a formagao de
segundos mensageiros que desencadeiam ou bloqueiam a ativagao de vias de sinalizagao celular
especificas. Os receptores de dopamina sdo classificados em cinco subtipos diferentes: D1, D2,
D3, D4 e D5 e foram divididos em dois grandes grupos com base em suas estruturas e
propriedades farmacologicas: receptores tipo D1, que inclui os receptores D1 e D5; e os
receptores do tipo D2 compreendendo os receptores D2, D3 e D4 (BAIK, 2013). Os receptores
DI e D5 estimulam a producdo do segundo mensageiro adenosina 3',5'-monofosfato ciclico
(AMPc). Por outro lado, os receptores D2, D3 e D4 inibem a produ¢do de AMPc intracelular
(KEBABIAN, 1978). As vias de sinalizacdo dopaminérgicas sdo cruciais para a manutengao

dos processos fisiologicos e uma atividade desequilibrada nessas vias pode levar a disfuncdes



observadas em doencas neurodegenerativas como a doenca de Parkinson (DP) (KLEIN et al.,

2019).

1.2 Doenca de Parkinson

A DP ¢ uma das doengas neurodegenerativas mais comuns que atinge a populacao com
idade superior a 60 anos (DE LAU; BRETELER, 2006). A DP foi descrita pela primeira
vez pelo médico inglés James Parkinson, em 1817, que a caracterizou como uma doenca
degenerativa do sistema nervoso que compromete o sistema motor (ZAVARIZ; LIMEIRA,
2012). A sua etiologia ¢ multifatorial, causada por fatores genéticos e ambientais associados ao
envelhecimento cerebral, o qual leva a perda neuronal progressiva (PRADO, 2008). Os fatores
genéticos estdo ligados a existéncia de genes que favorecem o desenvolvimento da enfermidade
e os fatores ambientais estdo associados aos individuos que estdo mais expostos a pesticidas e
herbicidas, além de serem expostos a produtos quimicos industriais, como manganés, mercurio
e solventes (PEREIRA; GARRETT, 2010). A exposicdo ao tabagismo, alcool e niveis
reduzidos de vitamina D sdo outros exemplos de fatores ambientais que podem influenciar no
risco de desenvolver a doenca (KALIA; LANG, 2015). Com isso, estes fatores podem interagir
e contribuir para o desenvolvimento da DP (PEREIRA; GARRETT, 2010).

A DP se caracteriza principalmente pela perda de neur6nios dopaminérgicos na SNpc
(HIRSCH; GRAYBIEL; AGID, 1988) e pela formacao de inclusdes proteicas intraneuronais
denominadas corpos de Lewy (LBs), compostas principalmente de a-sinucleina (KOULI;
TORSNEY; KUAN, 2018). A etiologia da DP ¢ complexa devido a heterogeneidade do
transtorno (CHAI; LIM, 2014). No entanto, acredita-se que a DP seja causada principalmente
pela degeneragdo dos neurdnios nigroestriatais dopaminérgicos e secundariamente por
mecanismos patologicos complexos, incluindo disfun¢do mitocondrial, estresse oxidativo,
morte celular por apoptose, agregacdo e dobramento incorreto de proteinas, inflamacao,
excitotoxicidade, perda de fatores troficos e outras vias de morte celular (FUJIIMAKI et al.,

2014).

A DP ¢ classicamente conhecida como uma doenca do sistema motor ¢ caracteriza-se
pelos sinais motores, como rigidez, bradicinesia, tremores e instabilidade postural (HIRSCH;
GRAYBIEL; AGID, 1988). Embora a maioria dos sintomas motores sejam ocasionados pela
perda de neurdnios dopaminérgicos nigroestriatais, a DP afeta outros sistemas neuronais central
e perifericamente (BRAAK et al., 2004). Com isso, neuronios colinérgicos, adrenérgicos e

serotoninérgicos também sdo atingidos, o que parece ser responsavel pelos sintomas nao



motores da doenca (CHAUDHURI; HEALY; SCHAPIRA, 2006), que incluem déficits
olfatorios, ansiedade, depressdo, prejuizos na memoria, distarbios afetivos, bem como
disfungdo autonomica e digestiva (CHAUDHURI; ODIN, 2010). Estas caracteristicas nao
motoras podem aparecer nos estagios iniciais da doenga, anos antes do inicio dos sintomas
motores, € ndo respondem significativamente a medicagdo dopaminérgica, sendo um desafio
para o tratamento farmacolégico (CHAUDHURI; ODIN, 2010; SALAWU; DANBURAM;
OLOKOBA, 2006).

Entretanto, existem muitas opgdes terapéuticas para o tratamento dos sintomas
motores, incluindo terapia com levodopa, inibidores da MAO-B ou COMT, agonistas de
dopamina (ARMSTRONG; OKUN, 2020) e agentes anticolinérgicos. A levodopa ¢ o
medicamento mais eficaz para o tratamento dos sintomas motores (FOX et al., 2018). Este
farmaco exerce efeito nos trés sintomas motores cardinais da doenga: bradicinesia, tremor e
rigidez (PIRKER et al., 2023). Agonistas da dopamina também sdo utilizados na terapia da
DP (FOX et al., 2018). A apomorfina ¢ o Unico agente antiparkinsoniano com efeito nos
sintomas motores equivalentes aos da levodopa (CARBONE et al., 2019), incluindo efeitos
anti-tremores semelhantes (SCHRAG et al., 1999). Por sua vez, os inibidores da MAO-B e
da COMT sao bastante usados para auxiliar nos tremores dos pacientes. A rasagelina, um
inibidor da MAO-B, ¢ considerado um medicamento eficaz que pode ser utilizado como
monoterapia e/ou terapia adjuvante para ajudar a reduzir os tremores nos estagios iniciais €
avangados da doenca (LEW, 2013). Ja os agentes anticolinérgicos sdo comumente utilizados
em individuos jovens com tremor proeminente, porém usado com cautela devido ao potencial

risco de eventos adversos, particularmente relacionados a cognig¢do (FOX et al., 2018).

1.3 Modelos animais da Doenca de Parkinson - MPTP

O I-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina (MPTP) ¢ um subproduto da sintese
quimica de um andlogo da meperidina com potentes efeitos semelhantes aos da heroina
(LANGSTON; IRWIN, 1986). Desde a sua descoberta na década de 1980, tornou-se uma
neurotoxina muito valiosa para induzir o parkinsonismo experimental em animais. Macacos,
camundongos e ratos sdo os animais frequentemente utilizados em estudos com MPTP
(SUNDSTROM; FREDRIKSSON; ARCHER, 1990). No entanto, o modelo em roedores é o
mais popular devido a sua praticidade e viabilidade (ZENG; GENG; JIA, 2018), além de
fornecer maiores informagdes na etiologia e fisiopatologia da DP (MEI et al., 2019). O MPTP



pode ser administrado através de diferentes vias e regimes de dosagem, o que levou ao
desenvolvimento de varios modelos animais distintos, cada um com suas caracteristicas

bioquimicas e neuropatoldgicas (JACKSON-LEWIS; PRZEDBORSKI, 2007).

As diferentes vias utilizadas em sua administragdo incluem, via oral por gavagem e
injecdo estereotaxica no cérebro, além da lesdo mais comum, causada pela administragdo
sist€émica, ou seja, por injecao intraperitoneal, subcutanea ou intramuscular (PRZEDBORSKI
etal., 2001), cuja magnitude depende da dose e do esquema posoldgico utilizado (SONSALLA;
HEIKKILA, 1986), variando desde a intoxicagdo aguda, abrangendo uma a multiplas inje¢des
em um unico dia, até o regime de intoxicagdo subaguda ou cronica, correspondente a uma
injecdo por dia durante varios dias consecutivos, ou ndo consecutivos, ou até mesmo semanas
(JACKSON-LEWIS; PRZEDBORSKI, 2007). Ainda, a administra¢ao intranasal de MPTP em
roedores consiste em um outro modelo experimental bastante utilizado que abrange
caracteristicas da fase inicial da DP (PREDIGER et al., 2011). Nos diferentes modelos
utilizados os animais tratados com MPTP apresentam sintomas motores € nao motores
semelhantes aos encontrados na DP (SUNDSTROM; FREDRIKSSON; ARCHER, 1990). O
curso de qualquer regime utilizado determinard o grau de apoptose (JACKSON-LEWIS;
PRZEDBORSKI, 2007), causando danos predominantemente na via nigroestriatal e resulta na
perda de neuronios dopaminérgicos da SNpc, uma redugdo acentuada nos niveis de dopamina
no estriado, além de ocasionar degeneracdo de varios neurdnios catecolaminérgicos

(HALLMAN; OLSON; JONSSON, 1984).

A exposicdo a varios agentes ambientais, incluindo produtos quimicos agricolas, pode
contribuir para a patogenése da DP (GORELL et al., 1998). Estes agentes podem atingir o
cérebro através do neuroepitélio olfativo, um conceito denominado “hipdtese do vetor olfativo™
(DOTY, 2008). De acordo com essa hipdtese, o bulbo olfatorio esta entre as primeiras estruturas
cerebrais a exibir patologia relacionada a DP (BRAAK et al., 2004), sendo que a disfuncao
olfativa pode ser um importante indicador da doenca em seus estigios iniciais (DOTY;
BROMLEY; STERN, 1995). Desse modo, a administracao intranasal de MPTP em roedores
tem se tornado um dos importantes modelos experimentais utilizados para avaliar novos
tratamentos dos sintomas motores e ndo motores da DP. Entre outros efeitos, tem-se que sua
infusdo causa perda tempo-dependente de tirosina hidroxilase (TH) no bulbo olfatério e SNpc
de roedores, diminuindo de forma significativa a dopamina em diferentes areas cerebrais,
gerando também complicagdes olfativas e emocionais nos animais (PREDIGER et al., 2006,

2009).



Por ser altamente lipofilico, o MPTP pode ultrapassar rapidamente a barreira
hematoencefalica, sendo posteriormente metabolizado pela enzima MAO-B em células gliais,
transformando-se no composto toxico ativo 1-metil-4-fenil-2,3-di-hidropiridinio (MPP+). Por
ser uma molécula polar, o MPP+ depende dos transportadores de membrana plasmatica para
entrar nas células, sendo um substrato de alta afinidade para os transportadores de dopamina
(DAT), bem como para os transportadores de norepinefrina (NET) e serotonina (SERT)
(JAVITCH et al., 1985) (Figura 3). Este composto toxico ¢ captado pelos neuronios
dopaminérgicos através do DAT (GERLACH; RIEDERER, 1996) e dentro dos neurdnios
dopaminérgicos o MPP+ podera seguir trés caminhos: I- ligar-se ao VMAT, que transporta o
composto téxico em vesiculas sinapticas, o que parece proteger as células da neurodegeneragao
induzida por MPTP, impedindo-a de entrar nas mitocondrias (LIU; ROGHANI; EDWARDS,
1992); II- concentrar-se nas mitocondrias através de processo ativo (RAMSAY; SINGER,
1986); ou III- permanecer no citosol e interagir com enzimas citosdlicas (KLAIDMAN et al.,
1993).

Uma vez dentro da mitocondria, o MPP+ prejudica a fosforilagao oxidativa ao inibir o
complexo multienzimatico I, que interrompe a transferéncia de elétrons do complexo I para a
ubiquinona (Q). Esta perturbagdo aumenta a produgdo de oxigé€nio reativo e diminui
significativamente a sintese de ATP (NICKLAS et al., 1987). Por dificultar o fluxo de elétrons
através da inibicao complexo I, o MPP+ também pode estimular a producao de espécies reativas
de oxigénio (EROs), especialmente superoxido (HASEGAWA et al., 1990, 1997). Portanto, ¢
provavel que esses eventos iniciais ndo matem diretamente a maioria das células, mas sim
desencadeiem eventos celulares que podem levar a morte dos neurénios dopaminérgicos (VILA
etal., 2001), consequentemente levando a danos nas fungdes cognitiva e motora (MUSTAPHA;
TAIB, 2021). Além disso, a neurotoxicidade induzida pelo MPTP parece ser dependente de
muitas varidveis, como espécie, linhagem, sexo e via de administracdo, onde o MPTP pode
induzir diferentes mecanismos de morte neuronal (GERLACH; RIEDERER, 1996;
PETROSKE et al., 2001).
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Figura 3. Esquema do mecanismo de agdo da pro-neurotoxina MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina. Adaptado
de (PHILIPPENS, 2017). MAO-B: monoamina oxidase B. MPP+: 1-metil-4-fenil-2,3-di-hidropiridinio. VMAT:
transportador vesicular de monoamina. DAT: transportador de dopamina.

1.4 Diferencas sexuais na Doen¢a de Parkinson

A DP apresenta diferencas sexuais quanto a sua suscetibilidade, ocorrendo em maior
numero em homens do que em mulheres. As possiveis razdes para essas diferencas incluem a
exposicdo a substancias toxicas, disfun¢do mitocondrial, fatores de risco genéticos e
neuroprote¢do por estrogénios (WOOTEN et al., 2004) e progesterona (BOURQUE et al.,
2016). O efeito modulador dos esteroides sexuais femininos na atividade dopaminérgica e a
exposicdo ao estrogeno e progesterona endogenos e exodgenos podem contribuir para as

diferencas sexuais, atenuando os efeitos causados na DP.

Além da diferenca na incidéncia e prevaléncia entre homens e mulheres, a DP também
se manifesta diferentemente entre os sexos (GEORGIEV et al., 2017). Nas ultimas décadas, as
diferencas sexuais na expressao e gravidade dos sintomas motores € ndo motores da DP tem
sido amplamente discutido na literatura (CERRI; MUS; BLANDINI, 2019). As mulheres
apresentam sintomas distintos bem como diferencas na resposta as terapias farmacoldgicas em
comparagao com os homens (GEORGIEYV et al., 2017). Além disso, parece que a DP comeca

mais cedo nos homens do que nas mulheres, possivelmente devido ao efeito protetor do



estrogeno nas mulheres na pré-menopausa (MULLER et al., 2005). Sintomas nio motores
como, fadiga, dor, perda de paladar ou olfato, alteracdo de peso e sudorese excessiva sdo mais
graves e comuns no sexo feminino (MARTINEZ-MARTIN et al., 2012), além de apresentarem
maior nivel de depressao e ansiedade (BABA et al., 2005). Por outro lado, os sintomas motores
surgem mais tarde nas mulheres, sendo o tremor o primeiro sintoma mais comum (HAAXMA
et al., 2007), além da presenca de rigidez reduzida (BABA et al., 2005). J4 os homens
apresentam piores habilidades cognitivas (CHOLERTON et al., 2018; LIU et al., 2015). Além
disso, o sexo masculino foi associado ao desenvolvimento do “congelamento da marcha”, a
complicacdo motora mais incapacitante da DP (KIM et al., 2018). Outro distarbio motor
especifico da DP ¢ a camptocormia, que se refere a uma perturbagdo de etiologia diversa,
caracterizada por uma postura anormal com flexao pronunciada do tronco, que desaparece em
supinacao e agrava com a marcha. Pacientes do sexo masculino com DP apresentam maior risco

de desenvolver esse sintoma ao longo da progressao da doenga (OU et al., 2018).

Existem um nimero significativo de evidéncias de que os estrogenos in vivo € in vitro
atenuam os efeitos de diversas doencas [para revisdo ver (SIMPKINS et al., 2012)]. As
primeiras evidéncias surgiram do fato de, apds dano isquémico, ratas ndo-ovariectomizadas
(sexualmente intactas) apresentarem menor dano neuronal quando comparadas a machos da
mesma idade (SIMPKINS et al., 1997). Ainda, estudos clinicos demonstram que existe um
maior risco de desenvolver DP com a diminui¢do precoce de estrogeno endégeno (RAGONESE
et al., 2004; SAUNDERS-PULLMAN, 2003), e que a exposi¢ao a esse hormonio protege a via
dopaminérgica nigroestriatal (BOURQUE et al., 2007). O estrégeno modula as atividades dos
sistemas nigroestriatal e mesolimbico em vérios componentes da neurotransmissao (CYR et al.,
2002; KARAKAYA; KIPP; BEYER, 2007), onde podem modular os receptores DA
(LANDRY; LEVESQUE; DI PAOLO, 2002) ¢ DAT (BOSSE; RIVEST; DI PAOLO, 1997).
Estudos demonstraram que o receptor D2 do estriado e do niicleo accumbens e a densidade de
DAT aumentam com o tratamento cronico de 17-estradiol (LE SAUX; MORISSETTE; DI
PAQOLO, 2006). Além disso, mulheres na pés-menopausa que recebem terapia de reposicao de
estrogeno relataram um aumento da densidade de DAT na regido do putamen (GARDINER et

al., 2004).

A acdo dos estrogenos pode ocorrer por meio dos trés tipos de receptores (ER), subtipos
a e B e pelo receptor de estrogeno acoplado a proteina G (GPER1), que ¢ um receptor de
membrama (FUENTES; SILVEYRA, 2019). Os eventos de sinalizagdo mediados pelo

estrogeno podem ser divididos em gendmicos e ndo gendmicos. Os efeitos gendomicos sao



aqueles que envolvem a migracdo do complexo receptor-estrogeno para o nucleo celular e a
interagdo direta com a cromatina em sequéncias especificas de acido desoxirribonucleico
(DNA) conhecidas como elementos de resposta ao estrogeno (EREs) (O’LONE et al., 2004).
Por outro lado, os efeitos ndo gendmicos envolvem a regulagdo indireta da expressao génica
por ER que ndo se ligam diretamente ao DNA, em vez disso, envolve a ativagdo de mecanismos
de transducdo de sinal com a subsequente producao de segundos mensageiros intracelulares
(LOSEL; WEHLING, 2003). Tanto GPER1 quanto ERa ¢ o ERP foram associados a
sinalizagdo nao gendmica do estrogeno (BARTON et al., 2018). Com relacdo a localizagao
desses receptores no sistema dopaminérgico, a expressdo de ERa e ERP foram demonstrados
na via nigroestriatal (KUPPERS et al., 2001) e a expressio de ERP foi demonstrada na SNpc e
na regido da ATV (ZHANG et al., 2002).

Diferentemente do estrogeno, os efeitos benéficos da progesterona sdo menos
estudados. No entanto, foram demonstrados em modelos animais em varios disturbios
neuroldgicos, como lesdo cerebral, isquemia, lesdo da medula espinhal e dos nervos periféricos,
epilepsia (DEUTSCH et al., 2013), além de ter sido demonstrado seu efeito benéfico na DP
(LITIM; MORISSETTE; DI PAOLO, 2017). Diversas evidéncias sugerem que a progesterona
desempenha seus efeitos através de diversos mecanismos (BOURQUE et al., 2016). Assim
como o estrogeno, a progesterona exerce os seus efeitos nas células e tecidos através dos efeitos
gendmicos e ndo gendmicos (TARABORRELLI, 2015). A progesterona ¢ uma molécula
lipofilica que atravessa com facilidade as membranas celulares por difusdo e interage com seus
receptores nucleares (nPR) especificos denominados, PR-A, PR-B e PR-C, resultando na
producdo de proteinas correspondentes (LONARD; LANZ; O°’MALLEY, 2007). Os nPR levam
minutos ou horas para ativar a transcricdo ribossdmica e sdo os principais reguladores da
reproducdo feminina (GELLERSEN; FERNANDES; BROSENS, 2009). Sob condigdes
fisiologicas, as células que expressam PR-B e PR-A estdo igualmente representadas. No
entanto, a sua terceira isoforma, PR-C, ¢ abundantemente encontrada no miométrio (CONDON
etal., 2006). Os receptores de progesterona (PR) localizados na superficie da membrana celular,
PGRMC1 e PGRMC2, provocam uma variedade de eventos de sinalizacdo rapida,
independentemente da regulagdo transcricional ou gendmica. A expressao tanto do PGRMC1

quanto PGRMC?2 aparecem sob o controle dos esteroides sexuais (TARABORRELLI, 2015).

Os andrégenos exercem influéncias regulatorias na fungdo reprodutiva masculina. O
principal androgeno circulante, a testosterona, € sintetizada a partir do colesterol nas células de

Leydig dos testiculos (BRINKMANN, 2011). Tanto a testosterona quanto seu derivado



dihidrotestosterona (DHT) sao ligantes fisiologicos para o receptor de androgeno (AR).
Entretanto, ha diferengas na interagdo destes andrégenos com o AR, por exemplo, a afinidade
da testosterona ¢ duas vezes menor que a DHT para o AR, enquanto a taxa de dissociagdo da
testosterona do receptor € cinco vezes mais rapido que a da DHT (GRINO; GRIFFIN;
WILSON, 1990). Portanto, o AR ativado por DHT prolonga a acdo androgénica (ROY;
CHATTERIJEE, 1995). O AR atua como um fator de transcricdo nuclear e medeia a acao
androgénica. Curiosamente, a sinalizagdo androgénica através do AR também pode ocorrer de
forma nao gendmica, ativando vias de sinalizagdo celular e regulando respostas em uma escala

de tempo de segundos ou minutos (FORADORI; WEISER; HANDA, 2008).

Embora os estudos mostrem que os esteroides sexuais atenuem os efeitos causados na
DP, o papel dos androgenos ainda ¢ pouco estudado, mas ja foi demonstrado que o tratamento
com hormonios sexuais masculinos ndo ¢ capaz de atenuar os efeitos causados pela toxicidade
induzida pelo MPTP sobre neurdnios dopaminérgicos (EKUE et al., 2002). Entretanto, ndo se
sabe se as diferengas sexuais na DP se devem a a¢do protetora do estrogeno e progesterona nas

fémeas, a falta de protecdo dos androgenos nos machos ou ambos.

1.5 Neurodesenvolvimento

Embora seja classicamente conhecida como uma doenca associada a idade,
recentemente tem-se considerado que aspectos do neurodesenvolvimento podem contribuir
para a patogénese da DP (SCHWAMBORN, 2018). A exposi¢do perinatal a pesticidas ou
mesmo a algum tipo de dano cerebral, leva a disfun¢des no SNC, inclusive especificamente em
neurdnios dopaminérgicos, com repercussodes na vida adulta (THIRUCHELVAM et al., 2002).
Existe ainda a hipotese de que distarbios no sistema dopaminérgico durante o
neurodesenvolvimento poderiam impactar na viabilidade e na resisténcia desses neuronios a

longo-prazo (LE GRAND et al., 2015).

A gestacdo ¢ um periodo critico para o desenvolvimento fetal, onde o organismo
materno permite o crescimento adequado do feto. Durante o periodo gestacional ocorre a
formacgao do sistema neuroendocrino, integragao do SNC com o sistema enddcrino, compondo
vias importantes para o controle da fun¢do reprodutiva, como o eixo hipotalamo-hipodfise-
gonadas (HHG). O eixo HHG desempenha um papel indispensavel na regulacdo da reproducao
e fertilidade (HINEY et al., 2002). O desenvolvimento folicular, a ovulacdo e a

espermatogénese siao altamente impulsionados pelo eixo HHG, onde a secre¢cdao hormonal ¢



regulada pelo hipotadlamo, hipofise e pelas gonadas. Os neurdnios produtores do hormdnio
liberador de gonadotrofina (GnRH) sdo os principais modulares do eixo HHG. Eles se ligam a
receptores de membrana nos gonadotrofos presentes na adenohipofise e estimulam a secre¢ao
do hormonio foliculo-estimulante (FSH) e hormoénio luteinizante (LH) (PLANT, 2015). As
gonadotrofinas, por sua vez, estimulam a producao dos esteroides sexuais, que sao responsaveis
pelo desenvolvimento das caracteristicas fisicas e comportamentais especificas dos sexos

feminino e masculino.

Os esteroides sexuais possuem papéis importantes em muitos processos biologicos,
sendo que o estradiol e a testosterona regulam o crescimento, manutengdo e a fungdo dos
tecidos reprodutivos (CARLSON, 2002). Desde a década de 1950 as a¢des desses hormonios
tém sido divididas em dois tipos: organizacionais e ativacionais. As agdes organizacionais sao
aquelas que ocorrem durante o periodo perinatal, ou seja, tanto na gestagdo quanto no periodo
inicial da vida, os quais sdo considerados criticos para o neurodesenvolvimento, pois é quando
ocorre a determinacao de circuitos neuronais especificos de cada sexo, resultando em altera¢des
permanentes até a vida adulta (MCCORMICK et al., 1998). Esses circuitos neurais organizados
durante o neurodesenvolvimento serdo ativados na puberdade, assim que ocorre o aumento dos
niveis plasmaticos dos esteroides sexuais, caracterizando assim a agdo ativacional desses

hormdnios (ARNOLD; BREEDLOVE, 1985).

A testosterona ¢ o principal andrégeno para determinagdo das caracteristicas
masculinas, seja diretamente ou por meio de seus metabolitos estradiol e DHT. Durante o
periodo pré-natal, niveis altos de testosterona masculinizam o cérebro fetal. A testosterona fetal
produzida pelos testiculos atravessa a barreira hematoencefélica e ¢ convertida em estradiol,
por meio da agdao da enzima aromatase, e o estradiol possui papel predominante para a
masculinizagdo de areas neurais do individuo (BAO; SWAAB, 2011). Enquanto a auséncia de
hormonios sexuais resulta no cérebro feminino, isso ocorre devido a produgdo de uma
glicoproteina pelo figado fetal chamada de alfa-fetoproteina. Essa glicoproteina se liga ao
estrogeno formando uma molécula grande que ndo ¢ capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica fetal, protegendo assim o feto dos efeitos do estrogeno (RIZZO et al., 2019).
Entretanto, na vida pos-natal os niveis de alfa-fetoproteina reduzem e o estrégeno passa a ser o
responsavel pelo processo de feminizagdo neural (BAKKER; VAN OPHEMERT; KOOS
SLOB, 1995). Vale ressaltar que o tratamento com a DHT, um metabdlito da testosterona que
nao sofre agdo da aromatase, ndo € capaz de provocar masculinizagdo do ntcleo pré-optico

mediano (MnPO), o que reforca a hipdtese de que o estrégeno ¢ o metabdlito da testosterona



responsavel pela masculinizagdo do hipotdlamo (BAO; SWAAB, 2011). Os efeitos
masculinizantes da testosterona durante esse periodo podem ser bloqueados com a

administracao de antagonistas de estrogeno, bem como com inibidores da enzima aromatase

(BAKKER; VAN OPHEMERT; KOOS SLOB, 1995)

O periodo critico para a diferenciacdo sexual encefélica de roedores estende-se desde o
final do periodo gestacional, até as duas primeiras semanas do periodo pos-natal (REZNIKOV;
NOSENKO; TARASENKO, 2004). Estimulos durante o periodo critico de desenvolvimento
da prole podem ser definidos como programagao fetal (RABADAN-DIEHL; NATHANIELSZ,
2013). Esses estimulos geram efeitos persistentes na prole, como alteragdes comportamentais e
hormonais relacionadas ndo somente a fungao reprodutiva, mas podendo também ter correlagao
com o desenvolvimento de disfungdes emocionais na vida adulta (VAN DEN BERGH et al.,
2020). Estudos realizados sobre a programacao do desenvolvimento com administracao precoce
de andrégenos em fémeas (BARRACLOUGH, 1961; BARRACLOUGH; GORSKI, 2014),
demonstraram que o fenotipo da fémea pode ser alterado para o fendtipo masculino em um
periodo critico do desenvolvimento neonatal (GOYAL et al., 2003). Regides do cérebro como
a area pré-optica medial (MPOA), apresentam diferengca morfologica de acordo com o sexo,
resultando no comportamento sexual sexo-especifico quando adulto. Essa regido sofre a acao
organizacional dos esteroides sexuais (COOKE et al., 1998), levando fémeas que foram
expostas a testosterona em periodos criticos de desenvolvimento a reduzir o comportamento de
lordose, tipico comportamento sexual feminino, e apresentar comportamento de monta, um

comportamento tipicamente masculino (SEGOVIA; GUILLAMON, 1993).

Além disso, machos adultos apresentam maior volume do nticleo sexualmente dimorfico
da area pré-optica do hipotalamo (SDN-POA), estrutura importante para o dimorfismo sexual
(GORSKI et al., 1980). A administracao pds-natal de testosterona em fémeas pode ocasionar o
aumento do volume desse nucleo, assemelhando-se ao que ocorre em machos (JACOBSON et
al., 1981). Ainda, essa exposicdo leva a efeitos irreversiveis, como hipogonadismo,
masculinizagdo da genitalia interna e externa, infertilidade (BARRACLOUGH, 1961;
BARRACLOUGH; GORSKI, 2014; HOEPFNER; WARD, 1988; WOLF et al., 2002), além de
presenca de estro persistente, ou seja, perda da ciclicidade estral natural, como consequéncia de
alteracdes permanentes do funcionamento do eixo hipotadlamo-hipéfise-ovarios, um processo
chamado de “masculinizac¢do central” (ARNOLD; BREEDLOVE, 1985). Esse processo pode,

além de afetar os diversos tipos de respostas funcionais e comportamentais das fémeas,



modificar permanentemente as respostas fisiologicas as acdes ativacionais dos esteroides

ovarianos na vida adulta.

Os mecanismos pelos quais aos efeitos organizacionais dos esteroides sexuais apoés
exposicao pré- ou pos-natal a testosterona ainda nado estdo claros. Eles podem envolver tanto
em receptores de andrégenos quanto em receptores de estrogénio, via aromatizagcdo da
testosterona em estradiol pela aromatase, ambos podendo contribuir para a masculinizacio

cerebral do roedor (MACLUSKY; NAFTOLIN, 1981).

1.6 Justificativa

O presente estudo considera ndo somente diferencas sexuais, mas também diferentes
estados hormonais referentes aos esteroides sexuais, o que pode contribuir para uma
compreensdo mais abrangente da DP. Essas diferencas hormonais entre os sexos parecem
influenciar a vulnerabilidade e a progressdao da doenca, mas pouco se sabe sobre o papel real
dos hormodnios gonadais neste contexto. Neste sentido, este estudo avaliou os efeitos
organizacionais dos andrdgenos sobre os sintomas ndo motores da DP, como prejuizos
olfatorios, cognitivos € emocionais, o que pode nos indicar efeitos no sistema dopaminérgico
€ outros neurotransmissores.

Com isso, podemos ter uma melhor compreensao do que ocorre com o substrato neural
feminino modificado por uma programagdo neonatal induzida por andrdégenos, frente a
instalacdo da DP. A partir disso, podemos inferir possiveis mecanismos por tras das diferencas
sexuais nessa patologia, compreendendo melhor as variagdes sexuais na instalagdo e
desenvolvimento da doenga, o que pode abrir perspectivas para o desenvolvimento de novas

estratégias terapéuticas sexo-especificas mais eficazes.

1.7 Hipétese

Nossa hipotese € de que de ratas submetidas a androgenizagao pos-natal € ao modelo da
DP induzido pela administrag¢@o intranasal de MPTP apresentariam um aumento dos sintomas
ndo motores da DP, como prejuizos olfatdrios e cognitivos quando comparadas as fémeas nao-
androgenizadas, se assemelhando aos resultados obtidos em ratos, indicando a existéncia de um

efeito organizacional do estrogeno, atenuando os efeitos causados pelo MPTP.



2. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho visa avaliar como a programac¢do neuroendocrina causada pela
testosterona afeta o desenvolvimento de sintomas nao motores da DP através do uso do modelo
da administragdo intranasal de MPTP em ratas, e comparar esses efeitos com os encontrados

em machos.

2.1 Objetivos especificos

- Investigar os prejuizos olfatorios e cognitivos em ratos machos, fémeas inactas e fémeas
androgenizadas submetidos & administracdo intranasal do MPTP através da realizagdo dos

testes de discriminagdo olfatoria e reconhecimento de objetos;

- Investigar os prejuizos motores em ratos machos, fémeas intactas e fémeas androgenizadas
submetidos a administracao intranasal do MPTP através da realizacao dos testes de campo

aberto e rotarod;

- Investigar respostas relacionadas a anedonia em ratos machos, fémeas intactas e fémeas
androgenizadas submetidos a administragdo intranasal do MPTP através da realizagdo do teste

de borrifagem com sacarose.
3.  MATERIAL E METODOS

Para a obten¢do dos protocolos experimentais foram utilizados 61 ratos machos e
fémeas (n= 9-11 por grupo) da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os roedores foram alojados em
caixas de polipropileno (30 x 19 x 13 cm), forradas com maravalha, dispondo de agua e ragao
ad libitum, permanecendo no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia, com
temperatura controlada (21 + 2° C) e ciclo claro-escuro de 12 horas (luz acesa as 6:00h e luzes
apagadas as 18:00h). As caixas de polipropileno eram higienizadas trés vezes por semana, no
periodo da manha, havendo reposi¢ao de adgua e alimento. Os protocolos e procedimentos
experimentais foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC

— protocolo N°® 7555220223.

3.1 Protocolo de acasalamento



Para obtencao das proles necessarias para a realizacdo dos experimentos, o protocolo de
acasalamento utilizou animais com 90 dias de idade, sendo as fémeas com peso > 180 gramas
e os machos entre 200 e 350 gramas. Com o objetivo de reduzir flutuagdes hormonais
individuais nas fémeas, foi realizado o pareamento, ou seja, caixas de machos e fémeas
permaneceram lado a lado por 7 dias. Apds este intervalo, trés fémeas e um macho foram
alocados em cada caixa, iniciando o acasalamento, por 10 dias consecutivos. Todos os dias no
periodo da manha, era realizado o lavado vaginal e quando encontrados espermatozoides e
células queratinizadas, era considerado como dia 0 da gestacdo. As ratas entdo eram alocadas
em outra caixa permanecendo no maximo 3 ratas por caixa. As gestantes permaneceram

alojadas até o 13° dia de gestacdo, quando entdo foram remanejadas uma por caixa.

3.2 Grupos experimentais

Durante o periodo gestacional ndo foi realizada nenhuma intervencdo, somente o
controle do ganho de peso corporal como forma de acompanhamento da prenhez. No dia do
nascimento, foi realizada a sexagem neonatal por meio da observacao direta da distancia entre
a papila genital externa e o anus. Os machos possuem uma distdncia anogenital
aproximadamente duas vezes maior que fémeas (WOLF et al., 1999). Além disso, os animais
foram pesados individualmente e as ninhadas foram reduzidas a 8 filhotes por mae, quando
possivel 4 fémeas e 4 machos. No final da lactagdo, quando esses animais completaram 21 dias
de idade, duas fémeas controle, duas fémeas androgenizadas e dois machos de cada mae foram
utilizados para a composi¢ao dos 6 grupos experimentais do presente trabalho, reduzindo assim
possiveis interferéncias da ninhada. Os filhotes foram divididos de acordo com o tratamento
que receberam: apenas veiculo (Fémas - CTL ou Machos - CTL); apenas MPTP na vida adulta
(Fémeas - MPTP ou Machos - MPTP); apenas cipionato de testosterona no primeiro dia pos-
natal (AND); cipionato de testosterona no primeiro dia pos-natal e MPTP na vida adulta (AND
+ MPTP).

Assim sendo, os animais foram dividos da seguinte maneira:

F CTL: fémeas que receberam 6leo de milho + salina;
F MPTP: fémeas que receberam 6leo de milho + MPTP;

AND CTL: fémeas que receberam cipionato de testosterona + salina;



AND MPTP: fémeas que receberam cipionato de testosterona + MPTP;
M CTL: machos que receberam salina;
M MPTP: machos que receberam MPTP.

3.3 Protocolo de androgeniza¢ao neonatal

No primeiro dia pos-natal foi realizada a androgenizacao das fémeas dos grupos AND
por meio de uma Unica inje¢do subcutanea na dose de 1,25 mg de cipionato de testosterona
(Deposteron®) diluido em 0,1 ml de 6leo de milho (PINILLA; BARREIRO; GONZALEZ,
2002). Os animais dos grupos CTL receberam apenas o veiculo na dose de 0,1 ml de 6leo de
milho, no mesmo periodo. Apds a administracao, os filhotes foram devolvidos para suas
respectivas caixas onde permaneceram até o final da lactagao.

Para confirma¢ao do modelo experimental, a partir do 5° DPN a cada 4 dias, os animais
foram pesados até 21° DPN. Apo6s o desmame, os animais foram submetidos ao protocolo de
controle da ingesta alimentar e pesados semanalmente até o final dos experimentos. O controle
da ingesta foi realizado semanalmente, quando a racdo era ajustada a 800 gramas, e ap6s 7 dias,
era quantificada a quantidade de racdo consumida. Posteriormente, mensurou-se a ingesta
relativa individual através da férmula: (peso da ingesta alimentar dividida pelo nimero de
animais na caixa) * 100/ peso do animal. Além disso, a medida da distdncia anogenital e exame
regular de abertura vaginal foram parametros adicionais utilizados para validar o modelo de

androgenizagdo neonatal.

3.4 Exame regular da abertura vaginal e distincia anogenital

A partir do 28° DPN foi avaliada diariamente a abertura vaginal ou sua auséncia através
de inspecao visual. Na vida adulta foi realizado o controle da distancia anogenital (DAG) que
¢ um biomarcador para exposi¢ao a andrdgenos, sendo definida como a distancia entre a papila
genital e o anus (WOLF et al., 1999). Por essa regido ser sexualmente dimorfica (KITA et al.,
2016), essa analise foi realizada com o objetivo de se comparar a distancia anogenital nas
fémeas controle em relagdo as fémeas androgenizadas. Com o auxilio de um paquimetro digital
foi realizada a medida no 30°, 45° e no 60 ° DPN, e para os valores obtidos foi aplicada a

seguinte formula para medida relativa de cada rata: [DAG/*Vpeso corporeo].



3.5 Administracio intranasal de MPTP

Quando os animais atingiram a vida adulta (3 meses), estes foram primeiramente
anestesiados com isoflurano 0,96% (0,75 CAM, Abbot Laboratorios do Brasil Ltda., Brasil)
utilizando-se um sistema vaporizador (SurgiVet In., USA) acoplado a uma bomba de infusao
com fluxo de administracdo de 11.50 pl/min. A bomba foi conectada a um tubo de polietileno
de 7 mm de diametro, que foi inserido na narina dos animais, para a administragdo de MPTP.
O MPTP foi dissolvido em solucdo salina (NaCl 0,9%) na concentracdo de 100 mg/ml e
infundido por 1 minuto em cada narina. Todos os animais receberam o MPTP primeiramente
na narina direita na dose de (1 mg/narina), e apds 1 minuto de descanso para os animais
recuperarem a respiracao normal, repetiu-se o procedimento na narina esquerda (1 mg/narina)
(PREDIGER et al., 2010).

Por ser uma neurotoxina, a manipulacdo do MPTP foi feita com todas as medidas de
biosseguranga disponiveis, como o uso de equipamentos de prote¢do individual (EPIs)
contendo, macacdo de seguranca, mascara para utilizacdo de substancias quimicas, 6culos de
seguranga ¢ luvas, assim como, equipamentos de prote¢do coletiva, como capela de exaustdo e

coletores de residuos biologicos infectantes e quimicos.

3.6 Desenho Experimental

A Figura 4 ilustra o desenho experimental utilizado no presente estudo.
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Animais com 3 meses
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10 dias 21 dias
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Figura 4. Ilustracdo do desenho experimental.

3.7 Testes Comportamentais

Trés dias apdés a administragdo in. de MPTP, foram iniciados os testes
comportamentais, comegando pelo teste de discriminagdo olfatdria. Apds 4 dias do teste de
discriminacao olfatoria e 7 dias apds a administragao i.n. de MPTP, foi dado continuidade aos
testes comportamentais na seguinte sequéncia: teste de campo aberto, de reconhecimento de
objetos, de rotarod e de borrifagem de sacarose. Foram realizados intervalos de 24 horas de um

teste para o outro, totalizando 6 dias de testes.

Para a gravagdo dos videos, uma camera foi colocada acima de cada aparato em cada
teste comportamental, com a intencdo de filmar toda a movimentagdo do animal. Apds o
periodo de cada teste, cada animal era devolvido para as suas respectivas caixas. Em seguida,
os aparatos utilizados eram higienizados com 4alcool 10% para evitar pistas odoriferas para o
proximo animal que seria avaliado. Os testes comportamentais foram posteriormente analisados
por meio do software Ethowatcher® (CRISPIM JUNIOR et al., 2012). O software permite a
criagdo manual de um catalogo comportamental com as variaveis de acordo com o teste
utilizado e ao final apresenta um arquivo contendo a frequéncia, tempo gasto e laténcia para

cada uma das categorias comportamentais avaliadas.

3.7.1 Discriminacio olfatoria

O teste de discriminacdo olfatoria permite avaliar alteragdes na capacidade de
reconhecimento olfatério dos animais (PREDIGER et al., 2010). Com o objetivo de obter
maravalha com odor de cada animal, os animais foram mantidos em caixas isoladas por 72
horas antes do teste. No dia do teste, os animais foram colocados em uma caixa com dois
compartimentos de tamanhos iguais (30 x 30 x 20 c¢cm), um compartimento denominado
compartimento familiar (CF), contendo a maravalha usada retirada da caixa ocupada pelo
animal a ser testado, e o compartimento nao familiar (CNF), contendo maravalha limpa. Estes
compartimentos eram separados por uma porta aberta (10 x 10 cm), permitindo que o animal
transitasse de um compartimento para o outro, em que ele poderia optar pelo compartimento
impregnado com o seu proprio cheiro, ou pelo compartimento inodoro. Foi avaliado o tempo

gasto em cada compartimento durante 5 minutos.



3.7.2 Campo aberto

O teste de campo aberto tem como objetivo avaliar a locomogao espontanea dos animais,
bem como avaliar parametros relacionados ao comportamento do tipo ansioso. O campo aberto
consiste em uma arena quadrada (60 x 60 cm), fechada lateralmente por 4 paredes com 45 cm
de altura. A aparato possui 16 quadrantes de tamanhos iguais (15 x 15 cm), sendo que 12
quadrantes ficavam em contato com a parede da arena denominados quadrantes laterais
(periferia), enquanto 4 quadrantes eram localizados no centro da arena, denominados
quadrantes centrais.

Cada animal foi colocado no centro da arena e os comportamentos foram gravados
durante 15 minutos. Os parametros analisados no teste de campo aberto foram: distancia total
percorrida, distancia percorrida no centro e periferia, através do numero de cruzamentos nos
quadrantes; frequéncia de entradas nos quadrantes centrais e periféricos; tempo de permanéncia
nos quadrantes centrais e periféricos; laténcia para entrar nos quadrantes periféricos. Além
disso, foi verificado a frequéncia, tempo gasto e laténcia para o comportamento de autolimpeza
e de exploragdo vertical, em que o animal ficava apoiado somente com as patas traseiras e se
elevava explorando o ambiente. Além disso, o teste de campo aberto foi utilizado como
primeiro dia da fase de habituacdo para o teste de reconhecimento de objetos, o qual foi

realizado posteriormente no mesmo aparato.

3.7.3 Reconhecimento de objetos

O teste de reconhecimento de objetos foi utilizado para avaliar a memoria espacial de
curto e de longo-prazo (GASKIN et al., 2010) e foi realizado em trés fases: habituagdo,
apresentacdo e teste (PIRES et al., 2009). A fase de habituagdo foi realizada em dois dias
consecutivos onde os animais exploraram livremente a arena. No primeiro dia, no teste de
campo aberto, os animais foram expostos durante 15 minutos, enquanto no segundo dia os
animais permaneceram por 10 minutos, com intervalo de 24 horas entre as sessoes. Essa fase
tem como objetivo a familiarizacdo do animal ao aparato para que no dia do teste a investigagao
de um ambiente novo nao interfira na exploracdo dos objetos. No terceiro dia, 24 horas ap6s o
segundo dia da fase de habituagdo, foi realizada a fase de apresentacdo dos objetos. Nessa fase
os animais foram expostos a dois objetos idénticos, durante 5 minutos, denominados Al e A2
(construidos com lego em formato de cubos) posicionados cerca de 20 cm das paredes e 60 cm

um do outro em cantos opostos da arena. Trinta minutos apds a fase de apresentacao, os animais



foram reexpostos a arena para a fase de teste, com o objetivo de avaliar a memoria de curto
prazo. Nessa fase os animais foram reexpostos ao objeto Al, agora familiar, além de um
segundo objeto desconhecido denominado objeto B (feito com lego em formato de piramide) e
permitiu-se a exploragao dos objetos por 5 minutos. Apos 24 horas deste teste, os animais foram
novamente expostos a arena para analise da memoria de longo prazo. Nessa fase os animais
foram novamente expostos ao objeto familiar A1 e expostos a um terceiro objeto desconhecido
denominado objeto C (garrafa plastica com liquido em seu interior) e a exploracao dos objetos

ocorreu por 5 minutos.

Os parametros analisados foram o tempo total de exploragdo dos objetos na fase de
apresentacdo (A1+A2) e o indice de reconhecimento (%) na fase de teste que € utilizado como
indice de memoria, para avaliar se o animal conseguiu distinguir entre o objeto familiar e um
objeto desconhecido nao-familiar. Foi calculado o indice de reconhecimento do objeto
desconhecido em relagdo ao tempo total de exploracdo de ambos os objetos (100*C/tempo total

A+C).

3.7.4 Rotarod

O teste de rotarod foi utilizado para avaliar a coordenagdo motora dos animais por meio
de um aparelho automatizado (Insight®, EFF-411), instalado em uma sala fechada e mantido a
temperatura de aproximadamente 25 °C. O rotarod consiste em um cilindro de 8 cm de didmetro,
instalado transversalmente a aproximadamente 20 cm do chdo, que ¢ mantido em rotagdo por

meio de um motor. A caixa € dividida em 4 baias, de aproximadamente 10 cm de largura.

Para o teste utilizou-se a metodologia descrita previamente (CORDOVA et al., 2012)
em que o animal primeiramente foi submetido a sessdo de treino. Cada animal foi colocado no
cilindro parado durante 30 segundos, nesse periodo ao cair o animal era recolocado no aparelho,
logo apds, os animais foram condicionados a uma velocidade constante de 5 rpm durante 90
segundos. Com o objetivo de que todos os animais apresentassem desempenho basal similar,
foram excluidos os animais que ultrapassaram 5 quedas durante a se¢do de treino. Trinta
minutos depois da sessdao de treino, cada animal foi colocado no rotarod e foi determinado o
tempo que o animal consegue se equilibrar até cair, ou seja, foi determinada a laténcia para
queda. A velocidade inicial foi de 5 rpm, sendo aumentada em 0,1 rotagdes por segundo até a

queda do animal.



3.7.5 Borrifagem de sacarose

O teste de borrifagem de sacarose tem como objetivo avaliar caracteristicas do tipo
anedonicas e de auto-cuidado (WILLNER, 2005), e ¢ utilizado em trabalhos que avaliam
comportamentos do tipo-depressivo em animais (ISINGRINI et al., 2010). Uma solugao de
sacarose a 10% foi borrifada no dorso de cada animal, e posteriormente, os animais foram
colocados individualmente em cilindros de acrilico, onde permaneceram por 15 minutos. Como
a solugdo de sacarose molha o pélo dos animais, eles tendem a iniciar um comportamento de
autolimpeza. Os parametros avaliados nesse teste foram a laténcia, a frequéncia e o tempo gasto
na autolimpeza. Como a solugdo de sacarose ¢ extremamente palatdvel e prazerosa aos
roedores, os animais tendem a permanecer fazendo autolimpeza, portanto, quanto maior o

tempo de autolimpeza, menor o comportamento relacionado a anedonia.

3.8 Eutanasia

ApO6s 24 horas do ultimo teste comportamental e 13 dias apds a administragao de MPTP
ou veiculo, os animais foram anestesiados com isoflurano e em seguida foram avaliados os
reflexos palpebral, pupilar e interdigital para determinagdo do nivel de anestesia. Apos a
verificagdo de que o animal ndo apresentava nenhum reflexo, foi considerado em plano
cirargico. Apods, com o auxilio de uma tesoura e de uma pinga foi realizada a extragdo dos
orgdos na seguinte ordem: utero, ovarios, gorduras gonadal e retroperitoneal. Depois da
remoc¢ao, os orgaos foram identificados e pesados. O peso relativo de 6rgaos foi calculado pela
formula: Peso do orgdo/ Peso Corporal *100. O ttero e as gorduras gonadal e retroperitoneal
foram descartados, enquanto os ovarios foram mantidos em solu¢do de Dawdison para dnalise

posterior.

Logo apos a extracao dos 6rgaos, os animais foram submetidos a perfusdo transcardiaca.
Com o auxilio de pinga cirirgica o esterno foi elevado, e com uma tesoura o diafragma foi
perfurado e as costelas cortadas, expondo o coragdo. O ventriculo esquerdo foi perfurado com
uma agulha conectada a um cateter ligado a frascos contendo solucdo de salina 0,9% e
paraformaldeido (PFA) a 4% dissolvido em PBS (0,01M). O adaptador foi aberto somente apos
pequeno corte no atrio direito do animal, permitindo a passagem de salina 0,9% em uma
quantidade suficiente para retirar o sangue dos tecidos do animal (+ 200 ml). Em seguida, foi
interrompida a passagem de salina 0,9% e permitida a passagem de PFA 4%, até os animais

ficarem rigidos (= 200 ml). Por fim, utilizando guilhotina os cérebros foram removidos e pos-



fixados. Na pos-fixacgao os cérebros foram imersos em solugao PFA 4% por 3 horas e mantidos
em solugdo de sacarose a 30% por 3 dias a 4°C. Apos esse periodo, os cérebros foram
armazenados no freezer -80°c para andlise posterior de imunohistoquimica de dopamina e

BDNF.

3.9 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo teste T de Student ou andlise de variancia
(ANOVA) de uma ou duas vias, seguida pelo teste pos-hoc de Tukey. Foram retirados os
outliers de cada grupo pelo uso do Grubbs’ Test. Valores acima do valor méximo ou abaixo do
valor minimo dado pelo Grubbs’ Test foram retirados da andlise. Os dados foram apresentados
como média + erro padrdo da média e o nivel de significancia adotado foi de p < 0.05 (Prisma

Graph-Pad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
4. RESULTADOS

4.1 Peso corporal e ingesta alimentar

Com relacdo ao peso corporal, a ANOVA de uma via indicou efeitos significantes na 5°
(p<0,0001; F=23,79; 2= 0,4464) e na 6* semana (p<0,0001; F=49,36; r2=0,6259) semana p0s-
natal. O teste pos-hoc revelou que o peso corporal inicial das fémeas antes da administragdo de
MPTP foi menor nessas semanas em comparagao aos machos (p<0,0001) e as fémeas
androgenizadas (p<0,0001). O peso corporal dos machos e das fémeas androgenizadas foram
estatisticamente similares nessas duas primeiras semanas. Na 7* semana pds-natal o peso
corporal entre todos os grupos foi diferente estatisticamente (p<0,0001; F=91,15; r2=0,7555) e
essa diferenca manteve-se na 8* (p<0,0001; F=137.7; r2=0,8236), 9° (p<0,0001; F=135.7;
r2=0.8214) e na 10* semanas pds-natal (p<0,0001; F=146.4; r2=0.8323). A analise p6s-hoc do
pos-teste confirmou esses resultados mostrando que as fémeas na 7% até a 10 ® semana po6s-natal
apresentaram um menor peso corporal em relacdo aos machos (p<0,0001) e as fémeas
androgenizadas (p<0,0001). Contudo, verificou-se um maior peso corporal nos machos quando

comparados as fémeas androgenizadas (p<0,0001).

Ap6s a administragdo de MPTP, a ANOVA de duas vias mostrou um efeito significante
da androgenizacdo na 11* (p<0,0001; F(2,55)=172,5; 12=85,82) e na 12* semanas pds-natal
(P<0,0001; F(2,55)=170,9; r2=85,70). O teste pds-hoc confirmou esses dados, visto que



independentemente da administragdo de MPTP, as fémeas androgenizadas apresentaram peso

significantemente maior do que as ndo-androgenizadas e menor que os machos (p<0,0001).

Em relagdo a ingesta alimentar antes da administragdo de MPTP, a ANOVA de uma via
mostrou diferenga entre os grupos experimentais na 6* semana pos-natal (p=0,0018; F=7,162;
r2=0.2128). O teste pos-hoc revelou que tanto a ingesta alimentar das fémeas CTL (p=0,0026)
quanto das fémeas androgenizadas (p=0,0110) foi significativamente maior do que a dos
machos. Na 8 semana pos-natal ndo encontramos diferengas significantes entre os grupos,
porémna 10* semana encontramos as mesmas diferencas vistas na 6* semana pds-natal, quando
as fémeas CTL (p=0,0010) e as androgenizadas apresentaram maior ingesta alimentar do que

0s machos.

Com a administragdo do MPTP observou-se um efeito significante do MPTP (p<0,0001;
F (2,50)=14,27; r2=35,44), onde somente as fémeas CTL (p=0,0044) ou androgenizadas que
receberam MPTP (p=0,0316) tiveram uma ingesta alimentar maior do que dos machos tratados
com MPTP. Além disso, fémeas androgenizadas CTL mantiveram uma maior ingesta alimentar
do que os machos CTL (p=0,0119), mantendo o mesmo perfil observados nas semanas
anteriores. Porém, na 12* semana pods-natal houve efeito significante tanto da androgenizagao
(p=0,0487; F(1,47)=4,096; 12=6,183), quanto do MPTP (p=0,0161; F(2,47)=4,511; 13,62).
Embora os resultados da ANOVA tenham mostrado esses efeitos, o teste pos-hoc nao

confirmou essa diferenca (Figura 5B).
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Figura 5. Peso corporal na vida adulta e ingesta alimentar (A e B, respectivamente) em fémeas controle (CTL),
fémeas androgenizadas (AND) e machos. ANOVA de uma via seguida pelo teste pos-hoc de Tukey (5 até a 10*
semana pos-natal). ANOVA de duas vias seguida pelo teste pos-hoc de Tukey (11% e 12? semana pods-natal). Os
dados estdo expressos como média + EPM.; A: a p<0,0001 entre os grupos fémeas e machos; b p<0,0001 entre os
grupos fémeas e androgenizadas; ¢ p<0,0001 entre os grupos androgenizadas e machos. B: @ p< 0,05 entre os
grupos fémeas e machos; & p< 0,05 entre os grupos androgenizadas e machos. a efeito da androgenizagao; 3 efeito
do MPTP (ANOVA de duas vias) (n=9-11).



4.2 Avaliacao do modelo de androgenizacio

Para validar o modelo de androgenizacao houve a avaliagao qualitativa do botdo genital,
além da distancia anogenital, abertura vaginal e os pesos relativos dos orgdos reprodutivos

femininos serem quantificados.

A partir do 5° DPN foi observado que fémeas androgenizadas apresentaram hipertrofia
do botdo genital, levando ao aumento do volume quando comparadas as fémeas CTL (Figura 6
A e B). Essa avaliacao foi realizada de forma qualitativa e foram utilizados fémeas e machos

para comparagao visual de forma descritiva.

Figura 6. Botdo genital de fémea controle (A); botdo genital de fémea androgenizada (B), em fémeas tratadas com
veiculo e cipionato de testosterona, respectivamente no 5° dia pds-natal. Analise qualitativa descritiva do botdo
genital. O Indicagdo do botdo genital.

Com relagdo a distancia anogenital, ndo houve diferenga significante da distancia
anogenital nas fémeas androgenizadas em relacao as fémeas CTL quando avaliadas nos dias
30° e 45° DPN. Entretanto, houve um aumento da distancia nas fémeas androgenizadas quando
comparadas as CTL no 60° DPN (p=0,0236; Figuras 7 A e B). A partir do 15° DPN a abertura
vaginal foi avaliada diariamente e foi observado que as androgenizadas nao apresentaram
abertura vaginal até o final dos experimentos, enquanto a abertura vaginal nas fémeas CTL foi

vista a partir do 33° DPN.
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Figura 7. Distancia anogenital. Distancia anogenital de fémea controle (CTL) (A) e distancia anogenital de fémea
androgenizada (AND) (B). (B) Medida da distincia anogenital (mm/g'?). Distancia anogenital de fémea controle
(CTL) e distancia anogenital de fémea androgenizada (AND) avaliadas nos dias 30°, 45° ¢ 60° dia pos-natal. Teste
T. Os dados estdo expressos como: média = EPM. * p<0,05 (n= 6-9). DAG: Distancia anogenital.

4.3 Peso relativo de 6rgaos

A analise estatistica indicou um efeito significante da androgenizacdo tanto em relagao
ao peso relativo do ovario esquerdo p<0,0001; F(1,35)=53,43; r2=58,37), quanto do utero
(p<0,0001; F(1,37)=63,62; 1r2=62,29). Tanto o ovario quanto o utero das fémeas
androgenizadas foram estatisticamente mais leves comparados aos das fémeas CTL (p<0,0009,
Figura 8A; p<0,0001, Figura 8B, respectivamente). Essas diferengas nos pesos ovariano e

uterino ocorreram de forma independente do tratamento com MPTP (Figuras 9A e B).
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Figura 8. Peso relativo do ovario e utero (A e B respectivamente), em fémeas intactas e fémeas androgenizadas
tratadas com veiculo (CTL) (barras brancas) ou MPTP (barras cinzas). ANOVA de duas vias seguida pelo teste
pos-hoc de Tukey. Os dados estdo expressos como: médias = EPM. ***p<0,001; ****p<0,0001 (n=9-11).



Com relagdo ao peso da gordura gonadal, a andlise estatistica ndo indicou diferencas
significantes entre os grupos experimentais (Figura 9A), mas houve interagdo entre os fatores
androgenizagdao e MPTP (p=0,0452; F(2,53)=3,285; r2=10,27) em relagdo ao peso de gordura
retroperitoneal (Figura 9B), mostrando que o tratamento com MPTP aumentou a massa de

gordura retroperitoneal apenas nos machos.
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Figura 9. Peso relativo da gordura gonadal e gordura retroperitoneal (A e B respectivamente) em fémeas intactas,
fémeas androgenizadas e machos tratados com veiculo (CTL) (barras brancas) ou MPTP (barras cinzas). ANOVA

de duas vias seguido pelo teste pos-hoc de Tukey. Os dados estdo expressos como médias = EPM. *p <0,05 (n=
8-11).

4.4 Testes comportamentais

4.4.1 Discriminacio olfatoria

Em relacdo ao teste de discriminagdo olfatoria, houve uma interagdo entre os fatores
androgenizagdao e MPTP (p=0,0493; F(1,34)=4,157; 12=9,947) e o teste pds-hoc mostrou que
as fémeas CTL permaneceram por mais tempo no CF em relacdo ao CNF (Figura 10A). Esse
dado indica que as fémeas CTL apresentaram uma melhor discriminagdo olfatéria em
compara¢do aos machos CTL e as fémeas androgenizadas CTL. Com a administra¢do do
MPTP, as fémeas apresentaram um prejuizo olfatério (Figura 10A), o que também foi
observado nos machos MPTP e nas fémeas androgenizadas (Figura 10B e C, respectivamente)

mostrando que esses grupos ndo foram capazes de discriminar os dois compartimentos.
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Figura 10. Tempo (%) no compartimento familiar (CF) e compartimento ndo-familiar (CNF) durante o teste de
discriminacdo olfatoria em fémeas intactas (A), f€émeas androgenizadas (B) e machos (C) tratados com veiculo
(CTL) ou MPTP. ANOVA de duas vias seguido pelo teste pds-hoc de Tukey. Os dados estdo expressos como
média £ EPM. * p<0,05 (n=9-11).

4.4.2 Campo aberto

Avaliou-se a locomog¢do dos animais por meio da quantificagdo do numero de
quadrantes percorridos no centro e na periferia da arena, bem como pela analise da distancia
total percorrida. Com relagdo aos quadrantes percorridos no centro, os resultados ilustrados na
figura 11A mostraram um efeito significante da androgenizagdo (p=0,0260; F(2, 55)=3,901;
r2=10,86), bem como uma interagdo entre os fatores androgenizacdo e MPTP (p=0,0331;
F(2,55)=3,629; r2=10,11). O teste po6s-hoc mostrou que a administragio de MPTP induziu um
aumento no niumero de quadrantes percorridos no centro somente nas fémeas intactas, tanto
comparadas as fémeas androgenizadas tratadas com MPTP (p=0,0164) quanto aos machos
tratados MPTP (p=0,0204). Resultados semelhantes foram observados quando analisados os
quadrantes percorridos na periferia, onde houve efeito significante da androgenizacdo
(p=0,0009; F(2,54)=7,944; 19,15) e interacdo entre os fatores tratamento e androgizagdo
(p=0,0068; F(2,54)=5,487; 12=13,22). O teste po6s-hoc mostrou novamente que as fémeas
MPTP apresentaram um aumento no numero de quadrantes percorridos na periferia quando
comparadas as fémeas androgenizadas tratadas com MPTP (p=0,0012) e aos machos tratados
com MPTP (p=0,0013, Figura 11B). O mesmo padrdo de resposta foi encontrado também na
distancia total percorrida, com efeito da androgenizagao (p=0,0001; F(2,55)=10,55; 12=22,99)
e interacdo entre os fatores (p=0,0022; F(2,55)=6,839; 12=14,91). A figura 11C mostra que, da
mesma forma, o MPTP levou a um aumento da distancia total percorrida apenas nas fémeas

intactas, o que nao ocorreu nas fémeas androgenizadas (p=0,0001) ou nos machos (p=0,0002).
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Figura 11. Distancia percorrida no centro (A), na periferia (B) e total (C) em fémeas, fémeas androgenizadas e
machos tratados com veivulo (CTL) (barras brancas) ou MPTP (barras cinzas) no teste de campo aberto. ANOVA
de duas vias seguido pelo teste pos-hoc de Tukey. Os dados estdo expressos como médias = EPM. *p<0,05;
**p<0,001; ***p<0,0001 (n=9-11).

Os tempos que os animais permaneceram nos quadrantes centrais e periféricos do campo
aberto também foram avaliados e a analise estatistica ndo mostrou diferenca entre os grupos
(Figuras 12A e B, respectivamente). Porém, quando avaliada a frequéncia de entrada nos
quadrantes centrais, os resultados mostraram efeito significante da androgenizagao (p=0,0119;

F(2,55)=4,809; r2= 13,62), o que foi confirmado pelo teste poés-hoc, mostrando que as fémeas



intactas tratadas MPTP entraram com maior frequéncia na area central da arena quando
comparadas as fémeas androgenizadas tratadas MPTP (p=0,0222) e aos machos tratados com
MPTP (p=0,0267) (Figura 12C). Resultados similares foram observados quando a frequéncia
de entrada nos quadrantes da periferia do campo aberto foi analisada, com efeito significante
da androgenizacao (p=0,0114; F (2, 55) = 4,863; r2= 13,75), sendo que as fémeas intactas
tratadas com MPTP entraram com frequéncia maior em relacdo as fémeas androgenizadas
tratadas com MPTP (p=0,0213) e aos machos tratados com MPTP (p=0,0277) (Figura 12D).
Com relagdo a laténcia para os animais irem até os quadrantes periféricos, a analise estatistica

ndo mostrou diferenca significantes entre os grupos (Figura 12E).
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Figura 12. Tempo gasto no centro (A) e periferia (B). Frequéncia de entradas no centro (C) e periferia (D).
Laténcia para a periferia (E) em fémeas intactas, fémeas androgenizadas e machos tratados com veiculo (CTL)
(barras brancas) ou MPTP (barras cinzas) no teste de campo aberto. ANOVA de duas vias seguido pelo teste pos-
hoc de Tukey. Os dados estido expressos como médias = EPM. * p<0,05 (n=9-11).



A frequéncia, tempo gasto e laténcia das variaveis etoldgicas de autolimpeza e
exploragdo vertical também foram avaliadas no campo aberto. Com relagdo a autolimpeza, a
analise estatistica indicou efeito significante da androgenizacao (p=0,0009; F(2,53)=8,037;
r2=20,86) ¢ do tratamento com MPTP (p=0,0353; F(1,53)=4,669; r12=6,060) apenas em relacao
ao tempo gasto da autolimpeza. Adicionalmente, foi observado que as fémeas androgenizadas
e tratadas com MPTP passam mais tempo fazendo autolimpeza do que as fémeas intactas
(p=0,0143) ou machos (p=0,0297) tratados com MPTP (Figura 13A). A frequéncia e a laténcia
para exibicdo de autolimpeza ndo diferiram significantemente entre os grupos experimentais

(Figura 13B e C, respectivamente).
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Figura 13. Tempo gasto, frequéncia e laténcia de autolimpeza (A, B e C, respectivamente) em fémeas intactas,
fémeas androgenizadas e machos tratados com veiculo (CTL) (barras brancas) ou MPTP (barras cinzas) no teste
de campo aberto. ANOVA de duas vias seguido pelo teste pds-hoc de Tukey. Os dados estdo expressos como
médias = EPM. * p<0,05 (n=9-11).

Com relagdo a exploracdo vertical, os resultados mostraram efeito significante da
androgenizac¢do (p=0,0006; F(2,55)=8,413; r2= 22,20) apenas na frequéncia de realizacdo do
comportamento, mostrando que as fémeas intactas tratadas com MPTP apresentaram

exploragdo vertical do ambiente com maior frequéncia do que os machos tratados com MPTP



(p=0,0029; Figura 14B). Quando avaliadas o tempo gasto e laténcia para exploragdo vertical,

as analises estatisticas revelaram auséncia de diferencas significantes entre os grupos

experimentais (Figura 14A e C, respectivamente).
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Figura 14. Tempo gasto, frequéncia e laténcia de exploracao vertical (A, B e C, respectivamente) em fémeas
intactas, fémeas androgenizadas e machos tratados com veiculo (barras brancas) ou MPTP (barras cinzas) no teste
de campo aberto. ANOVA de duas vias seguido pelo teste pos-hoc de Tukey. Os dados estdo expressos como
médias £ EPM. **p<0,01. a efeito da androgenizacdo (ANOVA de duas vias) (n=9-11).



4.4.3 Reconhecimento de objetos

O tempo de exploracdo total do objeto obtido durante a sessdo de treino foi
estatisticamente diferente entre os grupos experimentais, havendo efeito significante da
androgeniza¢do (p=0,0268; F(2,55)=3,867; r2=11,22), pois as fémeas intactas tratadas com
MPTP apresentaram um tempo total de exploracdo maior do que as fémeas androgenizadas
tratadas com MPTP (p= 0,0110) (Figura 15A). O indice de reconhecimento (IR) de objetos no
teste de avaliacdo da memoria de curto prazo mostrou que somente as fémeas intactas, tanto
tratadas com CTL (p=0,0248) quanto MPTP (p=0,0041), apresentaram IR superior a 50%, ou
seja, machos e fémeas androgenizadas, independentemente da administragdo de MPTP,
apresentam baixo IR em comparacdo com fémeas intactas (Figura 15B). Resultados similares
foram observados na sessdo de teste da memoria de longo prazo, onde as fémeas CTL
(p=0,0010) e MPTP (p=0,0143) também apresentaram IR superior a 50% indicando um

reconhecimento superior quando comparadas aos demais grupos estudados (Figura 15C).
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Figura 15. Tempo total de exploragdo de objetos na fase de treino (A). Indice de reconhecimento do objeto novo
na avaliagdo da memoria a curto prazo (B) e de longo prazo (C) em fémeas intactas, fémeas androgenizadas e
machos tratados com veiculo (CTL) (barras brancas) ou MPTP (barras cinzas) (A) ANOVA de duas vias seguido
do teste pos-hoc de Tukey. (B) e (C) Teste T. Os dados estdo expressos como médias = EPM. * p<0,05; **p<0,001
(n=9-11).

4.4.4 Rotarod

Os resultados observados no teste do rotarod mostraram que houve um efeito
significante da androgenizacao (p=0,0350; F(2,55)=3,565; r2=11,04) sobre a laténcia para a
queda do aparato. Esse resultado mostra que as fémeas intactas conseguem se manter por mais
tempo no aparato comparadas aos machos e as fémeas androgenizadas, de forma independente

da administracdo do MPTP. Porém, o teste de pos-hoc nao confirmou essa diferenca (Figura
16).
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Figura 16. Laténcia para queda em fémeas intactas, fémeas androgenizadas e machos tratados com veiculo (CTL)
(barras brancas) ou MPTP (barras cinzas) no teste do rotarod. ANOVA de duas vias seguido do teste pos-hoc de

Tukey. Os dados estdo expressos como médias = EPM. p<0,05. a efeito da androgenizagdo (ANOV A de duas vias)
(n=9-11).

4.4.5 Borrifagem de sacarose

O tempo gasto, frequéncia e laténcia da autolimpeza foram os pardmetros avaliados no
teste de borrifagem de sacarose e as andlieses estatisticas indicaram auséncia de diferengas

significativas entre os grupos experimentais (Figuras 17A, B e C).
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Figura 17. Tempo gasto, frequéncia e laténcia de autolimpeza (A, B e C, respectivamente) em fémeas intactas,
fémeas androgenizadas e machos tratados com veiculo (CTL) (barras brancas) ou MPTP (barras cinzas) no teste
de borrifagem com sacarose. ANOVA de duas vias seguido do teste pds-hoc de Tukey. Os dados estdo expressos
como médias + EPM, p <0,05 (n=9-11).

5. DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que os efeitos organizacionais durante o
neurodesenvolimento da exposi¢do neonatal a testosterona causaram uma possivel
reprogramagao neuroenddcrina que levou a um prejuizo cognitivo na vida adulta, causando
prejuizos significativos nas memorias de curto e longo-prazo, bem como na capacidade motora
das fémeas androgenizadas. Além disso, essa reprogramag¢do neuroenddcrina promoveu um

aumento da vulnerabilidade das fémeas aos sintomas motores € nao motores da DP induzidos



pela administragdo intranasal de MPTP, principalmente no que diz respeito aos prejuizos de

discriminacao olfatoria, locomogao e atividade exploratoria.

Os resultados do presente estudo mostraram que a exposi¢ao neonatal ao cipionato de
testosterona promoveu um aumento do peso corporal das fémeas. Estudos ja revelaram que
existe uma relagao das fungdes reprodutivas com o balango energético (PATEL; SHAH, 2018)
e que os hormonios sexuais desempenham papel fundamental na regulacdo do apetite, no
metabolismo energético e no comportamento alimentar (HIRSCHBERG, 2012). Os resultados
do presente estudo corroboram os achados do trabalho desenvolvido por Ongaro e
colaboradores (2013), onde a administragdo do propionato de testosterona no periodo pés-natal
promoveu o aumento do peso corporal. Patel e Shah (2018), por sua vez, demonstraram que
fémeas tratadas com letrozol, um fidrmaco que produz hiperandrogenismo por inibir a
aromatase, enzima conversora de testosterona em estradiol, também apresentam aumento do
peso corporal (PATEL; SHAH, 2018). Ainda, um estudo realizado por Butera (2010) mostrou
que o aumento da ingestao de alimentos e do peso corporal em fémeas ovariectomizadas (OVX)

¢ revertido pela administracdo de estradiol (BUTERA, 2010).

Devido a atividade anabdlica da testosterona, a sua administragcdo causa um aumento do
peso corporal, fazendo com que o animal cres¢a mais rapidamente (IWASA et al., 2017). Esse
aumento do peso corporal estd relacionado ao AR, um dos fatores que desempenham papel
fundamental na programagdao metabodlica do organismo. Sabe-se que a administracdo de
flutamida, um antagonista de AR, reduz o peso corporal em fémeas controle ¢ em
androgenizadas, indicando a relagdo do AR com o controle do peso corporal (ONGARO;
GIOVAMBATTISTA; SPINEDI, 2013). Em conjunto, os resultados do presente e evidéncias
prévias da literatura indicam que os androgenos e seus receptores exercem papel fundamental

na programacao metabolica promovendo aumento do peso corporal na vida adulta.

Nao foram observadas diferengas significativas nos pesos corporais entre 0os grupos
tratados com MPTP e seus controles. Consistentemente, a administragdo de MPTP nao afetou
0 peso corporal dos grupos estudados. Esse dado corrobora os resultados encontrados por
Santoro et al. (2023). Estes autores, ao administrarem trés regimes de doses diferentes i.p. de
MPTP: dose aguda (4 x 20 mg/kg) a cada 2 horas; subaguda (1 x 30 mg/kg) por 5 dias
consecutivos; € uma dose cronica (1 x 4 mg/kg) por 28 dias consecutivos, ndo verificaram
mudangas no peso corporal dos camundongos tratados em relagao aos controle (SANTORO et
al., 2023). Resultados semelhantes foram vistos por Sundstrom et al. (1990). O peso corporal

dos camundongos tratados com MPTP i.p. (2 x 40 mg/kg) com 16 horas de intervalo entre as



inje¢des, ndo diferiram dos camundongos controle (SUNDSTROM; FREDRIKSSON;
ARCHER, 1990). Porém, um outro estudo descreveu a reducdao no peso corporal de roedores
que receberam a neurotoxina MPTP i.p. (30 mg/kg, 40 mg/kg, 80 mg/kg e 90 mg/kg) em
comparagdo com roedores controle (CUENCA-BERMEJO et al., 2021). Esses resultados
sugerem que a dose e a via de administragdo de MPTP interferem na diminui¢dao ou no ganho

de peso corporal nos diferentes modelos utilizados.

Com relagdo a ingesta alimentar, tanto as fémeas intactas quanto as tratadas com
cipionato de testosterona neonatal, apresentaram aumento no consumo alimentar relativo
quando comparadas aos machos na 6* e 10* semanas pos-natal. Grande parte dos circuitos
alimentares hipotalamicos desenvolvem-se durante as primeiras semanas de vida pos-natal
(BOURET; DRAPER; SIMERLY, 2004) e sofrem acdo organizacional dos hormdnios sexuais,
que promovem dimorfismo no comportamento alimentar (WADE, 1972). Um estudo
envolvendo o consumo alimentar ap6s a administragdo neonatal de testosterona em fémeas na
dose de 100 pg, no 1° e 2° DPN, verificou que o hormoénio promoveu a programacdo da
organiza¢do dos neuronios pro-opiomelanocortina (POMC), levando a uma masculiniza¢do do
comportamento alimentar, consequentemente um aumento do consumo alimentar (NOHARA
et al., 2011). Posteriormente, um novo estudo avaliou a ingesta alimentar relativa de
camundongos fémeas e machos, além de fémeas expostas ao excesso cronico de androgenos
usando DHT. Neste estudo, foi observado uma diminui¢ao do consumo relativo dos machos
comparados as fémeas controles, o que corrobora os resultados encontrados no presente estudo.
Porém, os autores demonstraram que nao ocorre alteragdo na ingesta alimentar nas fémeas
androgenizadas (NOHARA et al., 2014), indicando que a presenga desse hormonio ndo leva a
masculinizagdo do comportamento alimentar e que, portanto, esta ¢ uma agao da testosterona e
ndo de seu metabdlito DHT. Assim, a ocorréncia da masculinizacdo do comportamento
alimentar em modelos de androgenizacao pode ser dependente de diversos fatores, como a dose,
androgeno utilizado e o periodo de administragdo. Com isso, demonstramos que, nas condi¢des
e doses utilizadas no presente trabalho, o tratamento neonatal com cipionato de testosterona nao

promoveu uma masculiniza¢do do comportamento alimentar até a 10* semana de vida.

Ap6s os animais serem expostos ao MPTP os resultados mostraram um aumento do
consumo alimentar nas fémeas intactas e androgenizadas que receberam a neurotoxina em
relagdo aos machos que também receberam MPTP. Santoro ef al. (2023) verificaram que apos
a administracao i.p. de MPTP em camundongos usando trés regimes de doses diferentes: dose

aguda (4 x 20 mg/kg) a cada 2 horas; subaguda (1 x 30 mg/kg) por 5 dias consecutivos; € uma



dose cronica (1 x 4 mg/kg) por 28 dias consecutivos, ocorreu um aumento na ingesta de agua e
alimentos em todos os trés modelos (SANTORO et al., 2023). Observacdes de liberacdo de
dopamina durante a alimentagdo em modelos de roedores identificaram o sistema
dopaminérgico como um mediador para o controle neurobioldgico da ingestdo alimentar

(TABER; FIBIGER, 1997).

Pesquisas demonstraram que a microbiota intestinal ¢ significativamente alterada em
pacientes com a DP, e a mudanga em sua composi¢ao esta envolvida no processo patologico da
DP (PETROV et al., 2017). A microbiota intestinal ¢ essencial para a fun¢do intestinal e
metabolismo (YANG et al., 2019). Ainda, o aumento do gasto energético pode impulsionar o
aumento da ingestdo alimentar (SANTORO et al., 2023). Estudos em modelos animais da DP
relataram que a exposi¢do ao MPTP pode causar efeitos complexos, como a inibicao da
secrecdo da bile, suco gastrico, bem como do suco pancreatico, o que pode levar a inibi¢ao da
digestao de proteinas e carboidratos, prejudicando a ingestao alimentar (LIU et al., 2021). Além
disso, diferengas sexuais estdo presentes em diversos comportamentos, incluindo na
compulsividade alimentar. Um estudo clinico aponta que mulheres com a DP apresentam maior
tendéncia em desenvolver transtornos de compulsdo alimentar em relagdao aos homens (PAUL
et al., 2020). Tais descobertas podem explicar, pelo menos parcialmente, as alteragdes

encontradas na ingesta alimentar no presente trabalho apds o tratamento com MPTP.

Nossos resultados mostraram alteracdes morfologicas em fémeas expostas a
testosterona durante o periodo pds-natal, como aumento de volume do botdo genital, aumento
da DAG e auséncia da abertura vaginal. De fato, a exposi¢do a grandes quantidades de
andrégenos exdgenos em periodos criticos de desenvolvimento pode ocasionar masculiniza¢ao
cerebral, resultando em alteracao do fendtipo feminino (FOECKING et al., 2008). Além disso,
a administracdo de androgenos pode interromper parcialmente o circuito neural que regula a
geracdo de pulsos normais do hipotadlamo em ratas (HOTCHKISS et al., 2007). Componentes
do trato reprodutivo, como a genitalia externa e DAG sdo alguns parametros morfologicos que
podem ser alterados pela exposicdo a androgenos e sdao preditivos de fenotipo
masculinizado/desfeminizado em roedores na vida adulta (HOTCHKISS et al., 2007). Nossos
resultados confirmam dados da literatura que demonstram alteragdes na genitalia em fémeas
expostas a testosterona durante periodos criticos de desenvolvimento. Um estudo publicado em
2005 por Foecking e colaboradores demonstrou que fémeas expostas a testosterona ou ao DHT

no periodo pré-natal apresentam a masculinizacdo da genitalia externa, DAG significativamente



maior em relagdo ao das ratas controle, além de anormalidades no ciclo estral na vida adulta

(FOECKING et al., 2005).

A DAG ¢ considerada um importante biomarcador externo a exposicao de androgenos,
visto que em roedores machos a DAG ¢ de aproximadamente o dobro do comprimento das
fémeas (HOTCHKISS et al., 2007). Com isso, espera-se que fémeas expostas a androgénos em
periodos criticos de desenvolvimento apresentem um aumento da DAG semelhante aos machos.
Em um estudo investigando o impacto de diferentes produtos quimicos que atuam como
desreguladores enddcrinos, observaram-se efeitos prejudiciais ao sistema reprodutivo, como
alteragdes na area genital, no utero e aumento da DAG (PIAZZA; URBANETZ, 2019). Os
andrégenos e compostos desreguladores endocrinos podem causar efeitos irreversiveis nas
fémeas, os quais podem se manifestar na maturidade sexual (ZAMBRANO et al., 2014). Wolf
et al. (2002), ao administrarem diferentes concentragdes de propionato de testosterona em ratas
no periodo pré-natal, demonstraram que a DAG das fémeas expostas aumenta
significativamente na dose de 0,5 mg e em doses mais altas do hormdnio (WOLF et al., 2002).
Ainda, Hotchkiss et al. (2007) mostraram em seu estudo dose-dependente que fémeas expostas
ao propionato de testosterona (1,5 e 2,5 mg/kg/dia) no periodo pré-natal, as suas proles no 2°
DPN apresentaram aumento da DAG (HOTCHKISS et al., 2007). Por outro lado, um trabalho
realizado com a exposi¢do combinada de propionato de testosterona e vinclozolin, um
antagonista de AR, demonstrou que a coadministragdo restaurou os efeitos causados pelo
androgeno, como aumento da DAG e agenesia do orificio vaginal (WOLF; LEBLANC; GRAY,
2004), confirmando o envolvimento dos andrdgenos nesse processo de masculinizagdo. O nosso
estudo corrobora esses achados prévios da literatura e confirmam que a exposi¢do precoce a

androgenos leva a alteragdes duradouras do trato reprodutivo feminino.

A abertura vaginal ¢ um marco do inicio da puberdade. Esse evento ¢ mediado por
apoptose, podendo ser estimulada por exposi¢ao precoce a estrogenos (CALIGIONI, 2009). Ela
ocorre por volta dos 30-50 DPN, seguida do primeiro estro. Para que estes eventos ocorram, 0s
ovarios devem ser capazes de secretar quantidades suficientes de estradiol, e estimular, através
do feedback positivo, a hipofise (RIVEST, 1991). Nossos resultados mostraram que ratas
androgenizadas ndo apresentaram abertura vaginal, o que esta de acordo com Hotchkiss et al.
(2007), que observaram que doses mais altas de andrégenos (2,5 mg/kg/dia) causam alteragdes
na area genital, incluindo atraso na abertura vaginal e agenesia do orificio vaginal bem como
malformagdes (HOTCHKISS et al., 2007). O estudo classico de Wrenn et al. (1969) mostrou

que ratas que receberam a administracdo da associacdo de propionato de testosterona (na dose



de 250 pg) e benzoato de estradiol (na mesma dose) no periodo neonatal ndo apresentaram
abertura vaginal na vida adulta (WRENN; WOOD; BITMAN, 1969). Com isso, a auséncia da
abertura vaginal observada em nosso estudo confirma o modelo de masculinizagdo do eixo

HHG, resultando em infertilidade na vida adulta.

Com relagdo ao peso relativo dos 6rgdos femininos, ovario e ttero, os nossos dados
confirmaram que as fémeas androgenizadas apresentaram redugdo nesses 6rgaos, comprovando
o modelo de masculinizagdo, bem como mostraram que a administracao de MPTP nao interferiu
no peso relativo desses 6rgaos. O utero ¢ um 6rgdo que responde aos estimulos dos esteroides
ovarianos, promovendo a proliferagdo celular, cross-talk estromal-epitelial e diferenciagdo para
preparacdo na gravidez. A acdo dos esteroides ovarianos ocorre através da sinalizagao direta do
receptor do hormonio esteroide nas células-alvo, e da sinaliza¢do paracrina nos compartimentos
celulares vizinhos (SIMITSIDELLIS et al., 2016). A exposi¢do precoce a androgenos impacta
no desenvolvimento de utero e génadas, ndo apenas no numero e morfologia celular, mas
também na regulagdo de receptores esteroides (ZAMBRANO et al., 2014). Diversos estudos
tém demonstrado a influéncia dos esteroides sexuais sobre diversos 6rgaos. Eles apontam que
o utero das ratas expostas a androgenos em periodos criticos de desenvolvimento, ¢
relativamente menor que o normal e mostram uma resposta reduzida aos estrogenos
administrados exogenamente (GUERRA et al., 2013). Como por exemplo, em um trabalho
observou-se que, a0 administrar propionato de testosterona na dose de 1,25 mg em fémeas no
2° e 5° DPN, os pesos dos Ovarios e uteros foram inferiores aos dos animais controle. Existem
periodos sensiveis a a¢do de esteroides sexuais, cuja a administragdo de androgenos resultara
em infertilidade (BARRACLOUGH, 1961). Ainda, fémeas expostas a elevadas doses de
androgenos apresentam altura diminuida do epitélio glandular uterino na puberdade (GUERRA

et al., 2014).

Estudos prévios utilizando o modelo intranasal de MPTP em roedores demonstraram o
aparecimento de sintomas nao motores da DP incluindo, déficits olfatérios e perturbacdes em
varios tipos de memorias como, memoria social, memorias de procedimento, memorias de
reconhecimento de objetos de curto e longo prazo, bem como alteracdes na memoria de trabalho
(PREDIGER et al., 2010). A mucosa nasal contém receptores olfatdrios que sdao diretamente
expostos a produtos quimicos ambientais, além de apresentar uma grande area de superficie,
membrana endotelial porosa e alto fluxo sanguineo, evitando o metabolismo de primeira
passagem (PREDIGER et al., 2010). Tendo em vista que determinadas areas do SNC que

processam informagdes olfatorias sao afetadas nos estagios iniciais da DP, a disfung¢do olfatéria



pode ser um indicador precoce da doenca (PREDIGER; BATISTA; TAKAHASHI, 2005), uma
vez que a exposicdo a toxina na via olfatéria causa perturbagdo da homeostase do SNC
(DATTA et al., 2020). No teste de discriminagao olfatoria em roedores, os animais
normalmente sdo capazes de discriminar entre o compartimento familiar e nao-familiar,
passando mais tempo no compartimento familiar por preferirem o seu proprio odor a nenhum
odor (CASTRO et al., 2012). Os achados do presente trabalho mostraram que as fémeas
intactas, as androgenizadas ¢ os machos infundidos com MPTP apresentaram prejuizo olfatorio
em relacdo aos animais tratados apenas com o veiculo. Esses resultados estao de acordo com a
literatura, visto que um estudo envolvendo o teste de discriminagdo olfatoria demonstrou
déficits olfatorios em ratos apds a administragdo i.n. de MPTP, demonstrando que os animais
permaneceram tempo similar nos dois compartimentos (CASTRO et al., 2012). Resultados
semelhantes foram vistos por Prediger ef al. (2006). Estes autores mostraram que o tratamento
i.n. de MPTP em ratos machos causou déficits olfatorios desde o 1° dia apods o tratamento, o
que também foi observado apos o 7° e 14° dia (PREDIGER et al., 2006). Ainda, Datta et al.
(2020) observaram uma diminuicdo no tempo gasto no compartimento familiar em ratos
machos ap6s a administragdo i.n. em uma Unica dose (0,Img/narina), em duas doses
(0,Img/narina) e em trés doses de MPTP (0,1mg/narina), indicando comprometimento olfatorio

nesses animais (DATTA et al., 2020).

Nossos dados indicaram que as fémeas tratadas apenas com veiculo foram capazes de
discriminar entre o compartimento familiar e ndo-familiar, permanecendo por mais tempo no
compartimento familiar. De fato, a literatura mostra que fémeas t€ém maior sensibilidade
olfatoria do que machos em diferentes espécies, inclusive em humanos (OLIVEIRA-PINTO et
al., 2014). O papel dos esteroides sexuais na habilidade olfatoria ndo estd ainda bem esclarecido,
mas o trabalho de Kass e colaboradores (2017) sugere que os hormdnios sexuais apresentam
acOes opostas na funcdo olfatéria em machos e fémeas (KASS et al., 2017). Além do
envolvimento bem estabelecido do estrogeno na diferenciacdo sexual cerebral, ha evidéncias
experimentais de que o estrégeno pode ser um agente neuroprotetor atuando como uma
molécula neurotrofica que estabiliza a fungdo neuronal, apoiando a viabilidade neuronal, além
de previnir a morte neuronal (BEHL, 2002). Nosso resultado vem de acordo com um estudo
publicado em 2013 por Bernal-Mondragon e colaboradores que mostra uma prevengao
completa do comprometimento olfatdrio em ratas apds a administragao de 17 B-estradiol duas
semanas antes de inje¢do estereotaxica de -amiloide causando uma diminui¢do do estresse

oxidativo e neurodegeneragio (BERNAL-MONDRAGON et al., 2013). Foi interessante notar



que as fémeas androgenizadas apresentaram um prejuizo olfatério comparadas as fémeas
intactas, com resultados similares aos machos. Esse resultado da suporte a ideia de que a
testosterona possa ter exercido um efeito organizacional, seja no desenvolvimento do bulbo

olfatério ou mesmo em areas centrais de integragao das informagdes sensoriais olfatorias.

Diferentemente dos nossos achados, Wesson et al. (2006) ao avaliarem a discriminagao
olfatéria entre os sexos através da capacidade de discriminar diferentes tipos de odores
urinarios, observaram que camundongos machos controle, bem como os camundongos com
delecdo genética da enzima aromatase de ambos os sexos, aprenderam a discriminar os
ambientes significativamente mais rapidamente do que as fémeas controle (WESSON et al.,
2006). Essa discrepancia de resultados pode ser devido as diferengas de testes olfatorios
utilizados, bem como ao fator da aprendizagem da discriminacdo olfatdria, que no presente

trabalho ndo foi avaliada.

A exposicdo ao MPTP pode afetar o desempenho dos animais em diversos testes
comportamentais, incluindo o teste de campo aberto (FREDRIKSSON; ARCHER, 1994). O
teste de campo ja estd bem consolidado na literatura como uma ferramenta para avaliar a
locomogao e respostas de ansiedade em roedores, bem como para analisar comportamentos
estereotipados, incluindo o comportamento de autolimpeza e de exploragdo vertical
(KRAEUTER; GUEST; SARNYALI, 2019). A diminui¢do na locomogao dos animais indicado
pela reducao da distancia percorrida apos a exposi¢do ao MPTP foi demonstrada por Sedelis,
et al. (2000). Estes autores observaram que camundongos machos e fémeas submetidos a quatro
injegdes i.p. de MPTP (15 mg/kg) em um intervalo de 2 horas entre as inje¢des apresentaram
uma reducdo pronunciada na locomogao em comparagdo com seus controles no primeiro dia
(SEDELIS et al., 2000). Resultados semelhantes foram encontrados por Schwarting et al.
(1999) demonstrando que o tratamento com MPTP i.p. (15 mg/kg) afeta significativamente a
velocidade de locomocao de camundongos machos e fémeas (SCHWARTING et al., 1999).
Diferentemente, Prediger et al. (2010), ao avaliarem camundongos ap6s 18 dias do tratamento
itn. de MPTP (1 mg/narina) mostraram que o comportamento exploratorio avaliado pelo
numero de quadrantes cruzados no teste do campo aberto ndo ¢ afetado pela neurotoxina
(PREDIGER et al., 2010). Além disso, um outro estudo investigando a atividade locomotora
mostrou que ratos machos submetidos ao tratamento i.n. com MPTP (0,1 mg/narina) ndo
apresentam mudancas significantes apos 14 dias da administragdo (CASTRO et al., 2012).
Estes resultados corroboram os nossos achados em que as fémeas intactas, as androgenizadas e

os machos que receberam MPTP ndo mostraram diferenga significativa na distancia percorrida



no centro, periferia, bem como na distancia total percorrida no campo aberto, quando
comparados aos animais que receberam veiculo. Entretanto, um estudo utilizando ratos machos
mostrou uma reducao significativa dos cruzamentos entre os quadrantes no campo aberto apos
14 e 21 dias do tratamento i.n. de MPTP (0,1 mg/narina) (PREDIGER et al., 2006). Embora os
dados na literatura sejam conflitantes, ja se sabe que o aparecimento de déficits olfatorios e
motores induzidos pela infusdo in. de MPTP em ratos estd intimamente relacionado a
alteragdes dependentes do tempo na neurotransmissao dopaminérgica nas vias olfatoria e
nigroestriatal (PREDIGER et al., 2006). Além disso, os efeitos sobre a locomog¢ao observados
apods a administracdo de MPTP sdo influenciados por diversas variaveis, incluindo: a espécie,
o sexo ¢ a idade do animal, bem como a via de administragdo ou esquema de tratamento

utilizado (PREDIGER et al., 2010).

Ainda, nossos resultados demonstraram uma intera¢ao entre os fatores androgenizacao
e MPTP no que diz respeito a locomog¢@o no campo aberto. As fémeas androgenizadas e os
machos tratados com MPTP tiveram uma diminui¢do geral da locomog¢ao quando comparados
as fémeas intactas tratadas com MPTP, tanto quando analisamos a quantidade de quadrantes
percorridos quanto a frequéncia de entradas no centro e periferia do campo aberto. Este
resultado mais uma vez indica que houve um efeito organizacional da testosterona na resposta
locomotora das fémeas, levando a uma reducdo da atividade de locomogao no teste de campo
aberto, similar ao que ocorreu com os machos. Diferentemente dos nossos achados, Sedelis et
al. (2000) nao observaram diferencas sexuais na atividade de locomog¢do quando investigaram
camundongos machos e fémeas tratados com MPTP i.p. (4 x 15 mg/kg) com intervalo de 2
horas entre as injecdes (SEDELIS et al., 2000). Essas diferencas sugerem que o regime e a dose

de administragdo podem interferir no dimorfismo sexual encontrado na atividade de locomogao.

O comportamento de exploragdo vertical em roedores estd associado ao estado
motivacional, nivel de atencgdo e excitagao dos animais (CARNEVALE; VITULLO; SADILE,
1990). E considerado um comportamento exploratério cléssico registrado na arena de campo
aberto, no qual o animal fica temporariamente apoiado nas patas traseiras para explorar o
ambiente. Este comportamento, estd intimamente relacionado ao comportamento emocional,
um marcador associado ao estresse e a ansiedade. Diversos estudos ja demonstraram que os
comportamentos tanto de explora¢do vertical, quanto de autolimpeza sdo atenuados pelo
tratamento com antidepressivos (HUSTON et al.,, 2013). Déficits no comportamento de
exploragdo vertical refletem alteracdes motivacionais, como por exemplo, uma menor

capacidade de perceber ou reagir a estimulos ambientais (SCHWARTING et al., 1999). Dados



da literatura mostram alteragdes comportamentais relacionados a exploracao vertical apos a
infusdo de MPTP. Schwarting e colaboradores, por exemplo, ao compararem camundongos
machos e fémeas que receberam MPTP i.p. (15 mg/kg), demonstraram que a frequéncia de
exploragdo vertical foi significativamente menor em ambos os sexos quando comparados aos
animais controle (SCHWARTING et al.,, 1999). No presente trabalho mostramos uma
diminuicdo da frequéncia na realizagdo do comportamento nos machos que receberam MPTP,
em relacdo as fémeas que também receberam a neurotoxina, mostrando que as fémeas
androgenizadas mais uma vez se comportaram de maneira similar aos machos, com um efeito
significante da androgenizacdo. Por outro lado, um estudo que se propOs a verificar as
diferengas sexuais no comportamento exploratério de camundongos machos e fémeas,
observou que as fémeas apresentaram uma redu¢ao do comportamento quando comparadas aos
machos (STURMAN; GERMAIN; BOHACEK, 2018). Meng et al. (1993) examinaram o efeito
do sexo na ansiedade induzida farmacologicamente em ratos, através da administragdo de um
composto ansiogénico (B-carbolina FG 7142). Ratos machos mostraram uma diminui¢do no
comportamento exploratorio 5 minutos apos o tratamento i.p. desse farmaco nas doses de 5, 10
e 20 mg/kg. Assim, pode-se inferir que ratos machos e fémeas reagem de maneira diferente
com relacdo as respostas exploratorias frente ao estresse e a ansiedade (MENG; DRUGAN,
1993). E importante ressaltar que o estado hormonal das fémeas nio foi avaliado nestes estudos.
Outros trabalhos demonstraram aumentos significantes no comportamento de exploragdo
vertical, bem como em outros comportamentos exploratdrios, quando as fémeas apresentavam-
se em estro, fase do ciclo estral em que os niveis circulantes de estrogenos encontram-se altos
(BIRKE; ARCHER, 1975; WALDEN, 1968). Sendo assim, o efeito do estrogeno pode
contribuir com o aumento da atividade de exploragdo vertical e as variacdes neste
comportamento podem ser influenciadas pela flutuacdo dos niveis hormonais (ARCHER,

1975).

O comportamento de autolimpeza apresenta uma variedade de fungdes adaptativas,
incluindo cuidados com o corpo, comunicacdo social, termorregulacdo, alivio da dor e
autoestimulacdo (KALUEFF; TUOHIMAA, 2005). Ele pode também ser interpretado como
uma atividade para reduzir o estresse (SPRUIJT; VAN HOOFF; GISPEN, 1992), sendo
considerado um importante marcador comportamental de estresse em roedores (KALUEFF;
TUOHIMAA, 2005). Os comportamentos de autolimpeza incluem “lavar o rosto”, lamber,
cogar ou qualquer outro comportamento dirigido ao cuidado com o proprio corpo (GRAY;

LEVINE; BROADHURST, 1965). Diversos estudos ja demonstraram a relagdo do



comportamento de autolimpeza com a DP, como por exemplo, um trabalho que analisou
diferentes comportamentos em camundongos machos por meio da exposi¢ao a trés regimes de
dosagens i.p. de MPTP. Ao utilizar MPTP na dose de 2 x 40 mg/kg com intervalo de 16 horas
entre as injegoes, houve uma redug¢do do comportamento (LUCHTMAN; SHAO; SONG,
2009). Assim como no comportamento de exploracdo vertical, diferencas sexuais também
podem ser encontradas no comportamento de autolimpeza (GRAY; LEVINE;
BROADHURST, 1965). Nossos achados mostraram que fémeas androgenizadas e tratadas com
MPTP passam mais tempo realizando o comportamento de autolimpeza do que fémeas intactas
e machos tratados com MPTP, demonstrando um efeito da androgenizacdo neste
comportamento. Diferentemente dos nossos resultados, Stevens ef al. (2013) utilizaram
propionato de testosterona em ratos machos e fémeas através de uma unica injecao subcutanea
na dose de 200 pg no 1° DPN. Na vida adulta, eles observaram que o tratamento hormonal
reduziu o comportamento de autolimpeza em ambos os sexos (STEVENS; GOLDSTEIN,
2013). Resultados semelhantes foram vistos por Gray et al. (1965) através do tratamento com
propionato de testosterona (500 pg) no 5° DPN em ratos machos e fémeas, em que também
observaram uma reducdo do comportamento nos dois grupos (GRAY; LEVINE;
BROADHURST, 1965). Ainda que nossos resultados tenham mostrado diferenca no
comportamento das androgenizadas, os nossos dados indicam que a administragdo hormonal
neonatal tem efeitos profundos no comportamento ndo sexual dos adultos. Corroborando essa
ideia, Zhang ef al. (2011) mostraram que machos gonadectomizados, ou seja, com os niveis de
testosterona reduzidos, apresentam uma diminui¢do do comportamento de autolimpeza quando
comparados aos machos intactos. Além disso, neste mesmo estudo verificaram que apos o
tratamento intranasal de testosterona na dose de 25 pl os roedores apresentaram um aumento
do comportamento exploratorio tanto nos animais gonadectomizados quanto nos animais
intactos (ZHANG et al., 2011). Com relagdo as diferencas encontradas entre o presente trabalho
e os dados da literatura, possivelmente as diferengas nas doses de testosterona sejam a principal
causa, visto que a dose que utilizamos foi significativamente maior do que aquelas utilizadas

nos estudos citados.

Como mencionado anteriormente, a DP apresenta sintomas nao motores que precedem
os sintomas motores, como ansiedade e depressao, disturbios do sono e prejuizos cognitivos
(BROWN; MARSDEN, 1990). Alteragdo da memoria operacional e espacial (GILLIES et al.,
2004), déficits de atencdo (BENEDETTI et al., 2001) e comprometimento da memoria de
reconhecimento (WIRDEFELDT et al., 2011) sdo exemplos de alteragdes cognitivas



frequentemente observados em pacientes com a DP. O teste de reconhecimento de objetos ¢ um
teste frequentemente utilizado para medir a memoria de reconhecimento em roedores. Ele ¢
baseado na exploracao espontanea que os roedores apresentam quando frente a objetos novos
em relacao aos familiares (ENNACEUR; DELACOUR, 1988, CHAO et al., 2022), sendo
possivel se analisar diferentes fases de aprendizagem e memoria em roedores (LUEPTOW,
2017). O teste de reconhecimento de objetos ja esta bem consolidado na literatura para avaliar
diferentes fases de retengcdo, como a memoria a curto prazo ¢ a longo prazo em diversas
doengas, inclusive na DP (LUEPTOW, 2017). O presente estudo mostrou déficits de memoria
de curto e longo prazo nas fémeas androgenizadas e nos machos, em comparagdo com as fémeas
intactas. O desempenho de machos e fémeas em testes comportamentais de memoria de
reconhecimento € controverso na literatura. Uma revisao recente mostrou que nao hé diferencas
sexuais significativas no desempenho de roedores em tarefas de memoria de reconhecimento
(BECEGATO; SILVA, 2022). Por outro lado, alguns trabalhos mostram que fémeas
apresentam desempenho melhor em tarefas de memoria (BETTIS; JACOBS, 2012). Por
exemplo, Cost et al. (2012) em seu estudo mostraram que fémeas OVX tratadas com estradiol
e progesterona discriminaram objetos moveis dos imdveis apos 60 minutos, enquanto fémeas
OVX tratadas com veiculo e machos gonadalmente intactos ndo o fizeram, indicando que
fémeas superam os machos em uma tarefa de memoria que combina reconhecimento de objetos
e localizagao (COST et al., 2012). Por outro lado, outros resultados sugerem que os machos
apresentam desempenho superior as fémeas em tarefas que envolvem memoria (FRICK;
GRESACK, 2003). Como os testes comportamentais, as linhagens de roedores, idade e outros
fatores variam entre os estudos, podemos inferir que no protocolo utilizado no presente
trabalho, as fémeas apresentaram desempenho superior e a androgenizacao neonatal aboliu essa
vantagem que as fémeas apresentam no teste de memoria de reconhecimento. De fato, os
hormdnios ovarianos, estradiol e progesterona, sdo potentes moduladores da formagdo da
memoria no hipocampo. Foi demonstrado que ambos os hormdnios melhoram a memoria
dependente do hipocampo, regulando os mecanismos celulares e moleculares que acredita-se
estarem envolvidos na formac¢ao da memoria (TUSCHER et al., 2015). Assim, em modelos
animais ja vem sendo demonstrado que o desempenho em atividades de reconhecimento de
objetos em ratas ovariectomizadas (OVX) tratadas com estradiol melhora em comparacao com
ratas OVX tratadas com veiculo (INAGAKI; GAUTREAUX; LUINE, 2010; JACOME et al.,
2010; WALF; RHODES; FRYE, 2006). Os efeitos benéficos do estrogeno na memoria podem
estar relacionados a sobrevivéncia neuronal, modulag¢do da neurotransmissao dopaminérgica,

aumento da sinaptogénese e protecao contra danos por estresse oxidativo (MAGGI et al., 2004;



MATHEUS et al, 2016). Ainda com relagdo aos resultados observados no teste de
reconhecimento de objetos, foi interessante notar que o melhor desempenho das fémeas em

comparagdo com machos e fémeas androgenizadas foi independemente da administragao de

MPTP.

Embora nosso protocolo ndo tenha sido capaz de mostrar efeito do MPTP sobre a
memoria de reconhecimento, sabe-se que a DP apresenta diferencas sexuais com maior
incidéncia em homens do que em mulheres. Além disso, hd um atraso no inicio dos sintomas
nas mulheres, o que possivelmente esta relacionado a um efeito neuroprotetor do estrogeno no
sistema dopaminérgico nigroestriatal (GILLIES et al., 2004) ou diferengas sexuais na fisiologia
da neurotransmissdo dopaminérgica (HAAXMA et al., 2007). Estudos anteriores ja
demonstraram que mulheres tém maior predisposi¢ao para desenvolver sintomas nao motores
como constipagao, dor e depressdo, enquanto os homens apresentam altera¢des cognitivas mais
graves, incluindo déficits de memoéria (MARTINEZ-MARTIN et al., 2012; SCOTT et al., 2000;
SOLIMEO, 2008).

Além dos déficits cognitivos, a depressdo também ¢ um dos sintomas nao motores
encontrados nos estagios iniciais da DP. O teste de borrifagem de sacarose ¢ um dos testes
utilizados para avaliar a depressdao em modelos experimentos da DP (MARQUES et al., 2019),
sendo que a reducdao do comportamento de autolimpeza ¢ considerado como uma medida
indireta do comportamento anedOnico. Sabe-se que a anedonia ou a diminuicdo do
comportamento de busca pelo prazer ¢ um dos principais sintomas da depressao. Com isso,
permite-se avaliar déficits motivacionais e dificuldades de autocuidado em roedores
(SASIBHUSHANA; SHANKARANARAYANA RAO; SRIKUMAR, 2019). Embora a
prevaléncia da DP seja maior em homens, ja foi relatado que os sintomas depressivos na DP
sdao mais comuns em mulheres. Em um estudo que investigou as diferencas sexuais na DP em
camundongos tratados com MPTP i.n. (Img/narina), foi demonstrado que, apos 12 dias da
infusdo da neurotoxina, ocorreu uma diminui¢do do comportamento de autolimpeza tanto nos
machos quanto nas fémeas, indicando que a anedonia induzida pelo MPTP ¢ indepentemende
dos sexos dos animais (SCHAMNE et al., 2018). Resultados semelhantes também foram vistos
por Cunha ef al. (2017). Estes autores observaram redu¢do do comportamento de autolimpeza
em camundongos machos ap6s 24 horas da infusdo intracerebroventricular do composto toxico
de MPTP (CUNHA et al., 2017). Esses dados diferem dos nossos achados, visto que mostramos
que o tempo gasto, frequéncia e laténcia da autolimpeza no teste de borrifagem nao tiveram

diferenca significante ap6s a administracio de MPTP em nenhum dos grupos estudados.



Embora os nossos resultados ndo tenham corroborado os achados anteriores, alguns estudos
demonstraram que a utiliza¢ao de 4 inje¢des i.p. de MPTP (20mg/kg) ndo altera a preferéncia
de camundongos machos pela sacarose neste teste que, assim como o da borrifagem, visa avaliar
o comportamento do tipo aneddnico em roedores (GORTON et al., 2010; VUCKOVIC et al.,
2008). Assim, ¢ possivel que o modelo escolhido na administragdo de MPTP, como a forma
utilizada para realizar uma lesdo neurotoxica, o tempo apos a lesdo, bem como as espécies
utilizadas, possam estar envolvidas nas diferencas dos comportamentos observados entre esses

modelos animais.

A DP ¢ conhecida classicamente pela presenca dos sintomas motores. Os sintomas
motores estdo envolvidos nos distirbios do movimento que compde um grupo diversificado de
condi¢des neurologicas. A sua fisiopatologia relaciona-se com a disfun¢do dos nucleos da base
e das vias interligadas, essenciais na aprendizagem de habilidades motoras (ANTZOULATOS
et al., 2010; HIKOSAKA et al., 1999). O teste de rotarod ¢ um dos testes experimentais
utilizados para avaliar a coordenacdo motora em roedores e ¢ especialmente sensivel em
detectar disfun¢do cerebral (LALONDE; BENSOULA; FILALI, 1995). Este teste pode ser
influenciado por diversos fatores, como coordenacdo motora, aprendizado e resisténcia
cardiopulmonar (HIKOSAKA et al., 1999). Os nossos resultados mostraram que fémeas
intactas apresentam uma melhor fun¢do motora durante o teste de rotarod do que as ratas
androgenizadas ou os machos. Esse resultado corrobora a ideia de que a a¢do organizacional da

testosterona na androgenizagao precoce pode levar a prejuizos motores na vida adulta.

Novamente, os dados do presente trabalho mostraram efeito da androgenizagao
independente da exposi¢ao ao MPTP, ou seja, neste estudo nao foi observado prejuizo motor
apos administragdo da neurotoxina. Alguns estudos ja demonstraram que a exposi¢ao ao MPTP
em modelos intraperitoneais provocam danos motores em roedores (ANTZOULATOS et al.,
2010; GORTON et al., 2010). No entanto, uma revisao utilizando o mesmo modelo intranasal
e dose que o presente trabalho, evidencia que a administragdo i.n. de MPTP ndo altera o
desempenho motor dos ratos quando eles sdo testados no teste de rotarod (PREDIGER et al.,
2011). E possivel que prejuizos motores possam ser observados apenas apds um periodo mais

longo da administracao do MPTP.



6. CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou que o processo de androgenizaciao neonatal torna fémeas
mais vulneraveis aos prejuizos olfatorios, cognitivos e locomotores induzidos pela
administracao intranasal de MPTP, assemelhando-se aos machos. Entretanto, respostas
relacionadas a anedonia nao foram vistas. Portanto, concluimos que o funcionamento adequado
do eixo reprodutivo feminino no inicio da vida pode ser um fator de prote¢ao determinante

contra prejuizos neurais semelhantes aos encontrados na DP.

As perspectivas futuras para o presente trabalho incluem realizar imunohistoquimica
para quantificagdo dos neurdnios dopaminérgicos para caracterizagdo do modelo de DP, bem
como quantificacao da expressao de BDNF para correlagao com os resultados comportamentais

encontrados.
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8.

ANEXO

8.1 Aprovacio da Comissio de Etica no Uso de Animais

A, UNIVERSIDADE FEDERAL Universidade Federal de Santa Catarina
:': DE SANTA CATARINA
s

x

x

Comisséo de Etica no
Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "EFEITO ORGANIZACIONAL DOS ESTEROIDES SEXUAIS SOBRE OS SINTOMAS
NAO-MOTORES DA DOENCA DE PARKINSON EM RATOS", protocolada sob o CEUA n® 7555220223 (D 002379), Sob a
responsabilidade de Fernanda Barbosa Lima Christian e equipe; Gabriela Baptista - que envolve a producéo,
manutencdo efou utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins
de pesquisa cientifica ou ensino - estad de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o
Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) na reuniao de 17/04/2023.

We certify that the proposal "ORGANIZATIONAL EFFECT OF SEX STEROIDS ON THE NON-MOTOR SYMPTOMS OF
PARKINSON DISEASE IN RATS", utilizing 168 Heterogenics rats (males and females), protocol number CEUA
7555220223 (p 002379), under the responsibility of Fernanda Barbosa Lima Christian and team, Gabriela Baptista -
which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of
October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal
University of Santa Catarina (CEUA/UFSC) in the meeting of 04/17/2023.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 04/2023 a 04/2025  Area: Ciéncias Fisioldgicas

Origem:  Biotério Central
Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos e Fémeas  idade: 90 a 100 dias Quantidade: 168
Linhagem: Wistar Peso: 150a200¢g

Florianépolis, 17 de abril de 2023

Vonune, ol

Luciana Aparecida Honorato Vanessa Rafaella Foletto da Silva
Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Santa Catarina Universidade Federal de Santa Catarina

Rua Desembargador Vitor Lima, 222, sala 701 - Trindade - Florianépolis/Santa Catarina-SC CEP: 88040-400 - tel: 55 (48) 3721-6094
Hordério de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 14h as 18h : e-mail: ceua.propesg@contato. ufsc.br
CEUA N 7555220223

Figura 18. Certificado de aprovagdo da Comissio de Etica do Uso de Animais.
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