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RESUMO

Introducdo: A doenga de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais frequente, atingindo 1% da
populacdo idosa. Suas manifestagdes clinicas sdo diversas, incluindo manifestagbes motoras, cognitivas,
sensoriais e autonémicas. A DP é caracterizada pela perda de neurdnios dopaminérgicos nigroestriatais,
concomitantemente com a presenca de corpos de Lewy; entretanto, sua etiologia ndo esta completamente
elucidada. Tendo em vista a inexisténcia de tratamento capaz de mitigar completamente o comprometimento
funcional imposto pela DP , Metodologia: este artigo busca, por meio de uma revisdo sistematica de literatura,
avaliar as diferentes neurotoxinas utilizadas na inducdo laboratorial da DP, descrever seus efeitos em roedores e
reconhecer suas semelhangas com os aspectos da patologia em questdo Objetivo: com o objetivo de elucidar os
mecanismos fisiopatoldgicos da Doenga de Parkinson, e assim, auxiliar pesquisas futuras que permitam a
elaboracdo de terapias promissoras. Discussdo: Foram comparadas as 5 neurotoxinas mais utilizadas em modelos
animais de inducdo da doenga de Parkinson: (1) Rotenona; (2) Paraquat (1,1°-dimetil-4,4’-bipiridina-dicloreto);
(3) Aminocromio; (4) 6-OHDA (6-hidroxidopamina) e (5) MPTP (metil -4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina) e
Concluséo: concluiu-se que embora modelos experimentais de DP repliqguem certos aspectos da doenga, como
sintomas motores, degeneracao do nigro-estado e formacéo de a-sinucleina; eles séo incapazes de reproduzir 0s
sintomas cognitivos e a formacao dos corpos de Lewy, sendo portanto, insuficientes na reproducdo integral dos
mecanismos fisiopatoldgicos e fenotipicos da doenca de Parkinson.
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MAIN SUBSTANCES FOR EXPERIMENTAL MODELS OF PARKINSON'S DISEASE BY
STEREOTAXY IN RODENTS

ABSTRACT

Background: Parkinson's disease (PD) is the second most frequent neurodegenerative disease, affecting 1% of
the elderly population. Its clinical manifestations are diverse, including motor, cognitive, sensory and autonomic
manifestations. PD is characterized by the loss of nigrostriatal dopaminergic neurons, concomitant with the
presence of Lewy body; however, its etiology is not completely elucidated. Given the lack of treatment capable
of completely mitigating the functional impairment imposed by PD , Methodology: this article seeks, through a
systematic literature review, to evaluate the different neurotoxins used in laboratory induction of PD, describe its
effects in rodents and recognize its similarities with the aspects of the pathology in question Objective: with the
objective of elucidating the pathophysiological mechanisms of Parkinson's Disease, and thus, assisting future
researches that allow the development of promising therapies. Discussion: The 5 most used neurotoxins in
animal models of Parkinson's disease induction were compared: (1) Rotenone; (2) Paraquat (1,1'-dimethyl-4,4'-
bipyridine-dichloride); (3) Aminochrome; (4) 6-OHDA (6-hydroxydopamine) and (5) MPTP (methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridine) and Conclusion: it was concluded that although experimental models of PD replicate
certain aspects of the disease, such as motor symptoms, nigrostate degeneration and a-synuclein formation; they
are unable to reproduce cognitive symptoms and the formation of Lewy bodies, and are therefore insufficient to
fully reproduce the pathophysiological and phenotypic mechanisms of Parkinson's disease.

Keywords: Main Substances; Animal Models; Parkinson’s Disease.
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INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (DP), descrita inicialmente em 1817 por James Parkinson, é a
segunda doenca neurodegenerativa mais frequente, depois da Doenca de Alzheimer (1,2);
sendo responsavel por atingir 1% da populacdo idosa e acometer tanto homens gquanto
mulheres. Contudo, é mais frequente em homens devido ao estresse fisico enfrentado por eles
ao longo da vida e aos possiveis efeitos neuroprotetores do estrogénio na mulher (1-3). Além
disso, a DP € o disturbio de movimento neurodegenerativo mais frequente ao redor do mundo
(4). No contexto brasileiro, a DP apresenta uma prevaléncia estimada em 3,3% em individuos
com idade superior a 65 anos. Com 0 aumento da expectativa de vida, a tendéncia é que esse
namero se eleve (1,3,4). Dessa forma, faz-se necessario o estudo mais aprofundado acerca do
tema, para proporcionar tratamentos mais adequados aos pacientes.

A doenca de Parkinson (DP) é caracterizada pela perda de neurénios dopaminérgicos
nigroestriatais, concomitantemente com a presenca de inclusdes citoplasmaticas eosinofilicas
chamadas de corpos de Lewy, que sdo a marca patoldgica da doenca de Parkinson, composto
por proteinas dos neurofilamentos, a-sinucleina, ubiquitina, o-B-cristalina, sendo que seu
surgimento pode estar relacionado com a extensa perda neuronal. A a-sinucleina é uma
proteina expressada no SNC, principalmente em neurdnios pré-sinapticos. A acumulacéo de
a-sinucleina do tipo selvagem (WT) em neurdnios dopaminérgicos leva a diminui¢do da
atividade do complexo mitocondrial | e ao aumento da geracdo de espécies reativas de
oxigénio, levando ao estresse oxidativo e liberagdo de citocromo ¢ no citosol. Tendo isso em
vista e a ideia de criagdo de um modelo experimental que se assemelhe a DP, foi relatado que
a exposicdo aguda a neurotoxinas induz déficits motores e morte celular dopamineérgica
nigroestriatal répida, interrompendo a funcdo mitocondrial ou aumentando o estresse
oxidativo, enquanto a administracdo crbénica de algumas neurotoxinas induz modelos
progressivos que podem incluir agregados alfa-sinucleina (5).

Embora a etiologia da DP ndo esteja totalmente elucidada, é conhecido que a apoptose
(morte celular programada) é um fendbmeno importante para a neurodegeneracdo da DP
(2,4,6), a qual pode ser originada pelos principais mecanismos:

1) Déficit no sistema de remocao de proteinas anormais, como como alfa-sinucleina,
parkin, PINK-1, LRRK-2;

2) Disfuncdo mitocondrial e geracdo de estresse oxidativo com aumento da produgéo
de espécies reativas de oxigénio (Reactive Oxygen Species - ROS);

3) Excitocidade e deposicao férrica excessiva.
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Em adicdo, toxinas exdgenas e enddgenas estdo relacionadas as formas esporadicas da
PD, podendo ativar a apoptose por meio de alguns desses mecanismos, como pesticidas,
sendo os principais exemplos o inseticida rotenona ¢ o herbicida paraquat (PQ;1,1’-dimetil-
4,4’-bipiridina-dicloreto), ambos causando neurodegeneracdo por estresse oxidativo (5),
contudo a rotenona atinge esse efeito pela inibicdo do complexo | mitocondrial
(4,7), enquanto o paraquat sequestra a via das pentoses-fosfato e estimula o ciclo redox do
PQ (8). E importante ressaltar que a exposicdo a uma ou duas dessas substancias durante a
vida foi associada epidemiologicamente a maiores chances de desenvolvimento de Parkinson
9).

Além disso, outras toxinas podem ser citadas, como 6-OHDA, um analogo estrutural
de dopamina, que quando injetado de forma intracerebral, uma vez que ndo ultrapassa a
barreira hematoceféalica, induz disfuncdo mitocondrial de neurénios dopaminérgicos da SNc;
outro papel significante desta toxina é a capacidade de desregular o equilibrio de glutamina-
glutamato entre astrécitos e neurbnios no corpo estriado, desequilibrando os processos
cerebrais excitatdrios e inibitorios, o que potencialmente levariam a anormalidades a longo
prazo nas atividades glutamatérgicas e GABAérgicas, e aminocrémio, que por meio da
formacdo de adutos com proteinas citoplasmaticas,dentre elas a alfa-sinucleina e o complexo |
mitocondrial, induz disfun¢do mitocondrial e estresse oxidativo, ocasionando a diminuigdo da
exocitose de vesiculas dopaminérgicas (2,4,6,10). Outra substancia significativa para a
inducdo dessa doenca é o MPTP (1-metil-4-fenill,2,3,6-tetrahidropiridina), na medida que seu
ion danifica seletivamente os neurdnios dopaminérgicos devido ao seu efeito inibidor no
complexo |, resultando na redugdo da sintese de ATP e no acimulo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), ativando a via apoptotica das caspases, e age seletivamente em neur6nios
dopaminérgicos, reduzindo a sua concentracdo e acarretando comprometimento de fungdes
neuronais condizentes com a sintomatologia da DP (11). Dessa forma, observa-se a
combinacdo de diversos fatores que levam a neurodegeneragdo dos neurbnios

dopaminérgicos.
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Figura 1 - Mecanismos de acéo
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Rotenona: é um composto hidrofobico e, portanto, cruza a BHE e a membrana citoplasmética, chegando a
mitocdndria onde inibe o complexo | mitocondrial, que leva a deplecdo de ATP e aumento de ROS, ocasionando
estresse oxidativo. Além disso, a disfungdo mitocondrial leva ao acimulo de ferro. Paraquat: atravessa a BHE
por transportadores de aminoacidos Na+-dependente e, apds entrar no neurbnio, causa sequestro da via das
pentoses fosfato, aumentando a reducdo de NADPH e o ciclo redox do paraquat. Isso causa elevagdo na
produgdo de ROS e estresse oxidativo. MPTP: é capaz de cruzar a BHE e, no interior das células da glia, é
convertido em MPP+ pela MAO-B. O MPP+ ¢ entdo internalizado nos neurdnios via DAT e, na mitocondria,
inibe o complexo |, levando a reducdo de ATP, o qual despolariza a membrana e permite influxo de Ca2+.
Ademais, a inibi¢do do complexo aumenta a produgdo de radicais livres, podendo oxidar o DNA e causar morte
celular. A disfuncdo mitocondrial pode levar também a apoptose. 6-OHDA: ndo € capaz de ultrapassar a BHE,
sendo assim, precisa ser administrada por injecao intracerebral. Entra nos neurénios via DAT e causa inibicdo do
complexo | mitocondrial. Sofre auto-oxidacdo intracelular que produz radicais livres e leva a peroxidagdo
lipidica e oxidacdo do DNA, exacerbando o estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial. Além disso, inibe a
MAO AJ/B, acentuando a inibicdo do complexo | mitocondrial. Aminocrémio: induz a formacdo de adutos
proteicos, causando lesdo do reticulo endoplasmético e da mitocondria. A lesdo mitocondrial reduz a producéo
de ATP, a qual diminui a liberacdo de vesiculas de dopamina e, portanto, afeta a neurotransmissao.

As manifestacBes clinicas da DP incluem bradicinesia, rigidez, tremor de repouso,
alteracdo postural e de marcha. No entanto, as caracteristicas motoras nos pacientes com
Parkinson sdo heterogéneas, sendo divididos em dois subtipos principais: presenga de tremor
dominante e praticamente sem outras alteracdes motoras, e 0 outro subtipo apresentando
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sindrome acinético-rigida, instabilidade postural e instabilidade de marcha (6). Além disso,
existem outras variagfes quanto aos sintomas motores e suas gravidades. Os sintomas nao-
motores, causados devido as conexdes de diversas areas cerebrais com o0s terminais
dopaminérgicos advindos da SNc para o estriado, como nlcleo accumbens e tdlamo, que
podem estar presentes sdo: disfuncdo olfativa, comprometimento cognitivo, sintomas
psiquitricos, distarbios de sono, disfuncdo autondmica, depressdo, ansiedade, dor e fadiga
(6,12). Dessa maneira, o déficit dopaminérgico pode interferir diretamente com as desordens
motoras devido as projecBes sensério-motoras (via nigroestriatal), com as desordens
cognitivas devido as projecdes do processamento associativo (via mesocortical) e com as
desordens do comportamento devido as proje¢des dopaminérgicas via mesolimbica.

Tendo em vista a diversidade sintomatica da doenca de Parkinson e considerando-se
gue ndo existe tratamento capaz de mitigar completamente o prejuizo funcional imposto pela
doenca, faz-se impar o desenvolvimento de recursos terapéuticos mais efetivos. Com esse
intuito, os modelos animais de reproducdo laboratorial da Doenca de Parkinson buscam
elucidar os mecanismos etioldgicos, fenotipicos e fisiopatoldgicos da doenca. A vista disso, a
presente revisdo tem o objetivo de avaliar as diferentes neurotoxinas utilizadas na inducédo
laboratorial da DP, descrever seus efeitos em roedores e reconhecer suas semelhangcas com
aspectos da patologia em questdo, com o proposito de auxiliar futuras pesquisas que permitam

a elaboracéo de terapias promissoras.

METODOLOGIA

Este estudo constitui uma revisdo narrativa de carater descritivo a respeito das
principais substancias selecionadas para compor um modelo experimental da Doenca de
Parkinson em roedores. Foram selecionados artigos por trés revisores (.LM.M, L.M e N.T)
desde Abril 2020 até Agosto 2020, utilizando as plataformas PUBMED, SciELO e EMBASE,
sendo utilizada principalmente pela pesquisa focada nos mecanismos biomédicos das
substancias analisadas. As palavras chaves de procura foram ‘“Rotenone”, ‘Paraquat”,
“Parkinson disease”, “pathogenic mechanism”, “neurotoxina”, “Hidroxidopamine”, “6-
OHDA”, "MPTP" "Aminochrome" “animal model”, “neuroinflammation”,
“neurodegeneration”, ‘“nigro-striatal pathway”, “oxidative stress”, “parkinsonism”,
"neurotoxicity”, sempre com o0s operadores logicos OR e AND para combinar estes
descritores. Além disso, as referéncias dos artigos selecionados foram analisadas com a
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finalidade de identificar outros artigos que atendessem aos critérios de inclusdo e que nédo
houvessem sido localizados nas bases de dados consultadas.

A inclusdo dos artigos foi realizada primariamente pela leitura exploratoria, seguida da
leitura seletiva, por meio dos resumos e, em seguida, pela leitura interpretativa de seu
objetivo, metodologia, discussdo e conclusdo, daqueles que foram avaliados e contemplavam
0s objetivos necessarios para o estudo. Selecionamos ensaios clinicos, estudos comparativos
experimentais e revisdes de literatura. Foi definido como critério de elegibilidade para
inclusdo dos artigos relatos de experimentos concluidos, expondo as vantagens e
desvantagens de cada método. Dos artigos encontrados, selecionamos 57 de acordo com a sua
concordancia para o estudo, sendo englobados estudos dos periodos 1995 até 2020, tantos

artigos nacionais quanto internacionais.

RESULTADOS
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Tabela 1 - Neurotoxinas e seus efeitos em roedores por diferentes vias de administragao

Neurotoxina | Espécies | Mecanismo de acao Rotas Efeitos Comportamento
!
Snpc Adipsia, afagia,
(Bilateral) Degeneragao dopaminérgica | convulsdes e auséncia
estriatal de déficits motores
+ Disfungao mitocondrial Degenergcéo. retrogrqda dos Défigits motaes
(ativagao do complexo ) ) peprin_os mgro—e;trmdos assimétricos e
« Inibigio de MAO-A e B Es_trlado _Dlmmuu;aq na derxsl_d_ade da comportamento
OHDA Roedores |, Estresse oxidativo (Unilateral) fibra de projegéo positiva para rotacional
« Ativagao de vias TH no cingulado e no cértex
apoptoticas ___-._-_-._---.__________["_o_t(_’r_ ______________________________
Feixe Perda de células ou fibras
prosencefalico dopaminérgicas no SNc Rigidez de membros,
(Unilateral) ipsilateral e no estriado déficits cognitivos e
Diminui¢ao de células TH + no mnemonicos
estriado
Diminuigéo de células TH+ na
Snpc Alteragbes na atividade
« Estiitle do cidlo redé . Pe'rd’a qe neurénios motora gsponténea e
e inibigdo de anti- Intraperitoneal dopamlnerglcos concentrada prejuizo na
oxidantes ) na area ven{ral coordenagao motora
« Producdo de anions inclusdes da protei-na alfa-
Paraquat Roedores superoxidos sinuclel-na
* Ativagdodavia = =TT e e e s
g deggfzam;?;ggﬁgal Lesé&o sgle}ivg de neurdnios o )
« Sancschncla astoaiiaia d_opamlnergtoos na SNPc Déficits da coordenagao
Subcutanea Diminuigao de células TH+ motora e aumento de
Aumento da proteina alfa- 62% da proteina alfa-
sinucleina sinucleina
Degeneragao dopaminérgica
« Inibig&o do complexo | seletiva na via nigroestriatal,
+ Estresse oxidativo por ARSI PrivTeRan oe
produgao de ROS ASTERIENS ISIVERCS. -—
« Ativagao microglial Subcutineae | Reducdo daimunorreatividade Déficits motores
Rotenona Roedores | | dugo da apoptose intraperitoneal a TH e redugéo dos sinais Sintomas
« aceleragdio da DAT-poswitivos. ‘ gastrointestinais
agregacdo e fibrilago Neutodegenerac;ao colinérgica
da afasintidama no nucleo motor dprsal c!o vago
e no plexo mioentérico
Acumulo de a-sisnucleina
Perda de neurdnios
dopaminérgicos e parametros
MTPT Roedores | ° Inibigao do complexo | Subcutanea funcionais no nucleo estriado Déficit motor
* Indugdo da apoptose Degeneragao de neurdnios
dopaminérgicos, ndo associada
a perdas funcionais
+ Formagao de adutos
o Lot ol Aleragaes morfolgicas dos
clvesqueleto neurénios dopamlnergloos
« Autofagia ) _ngro-estngdos )
Aminocrémio Roedores |+ Disfuncio mitocondrial Es}nado Redugéo dqs nlvetsr basais de | Comportamento motor
— deplegdo dos niveis (Unilateral) dopa!m'lna'. vesiculas contralateral
de ATP, e diminuigao do dopaminérgicas, e GABA
transporte e exocitose Ausénmq dg perda S|gn|f|c§t|va
de vesiculas sindpticas de neurénios dopaminérgicos
dopaminérgicas
DISCUSSAO

Escolha para o estudo de modelos experimentais realizados em roedores

Os roedores sdo extensivamente estudados em campos biomédicos porque sdo
convenientes para cuidar em condicGes de laboratdrio e tém varios protocolos experimentais

detalhados, incluindo diferentes formas de administracdo de medicamentos e avaliagdes
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comportamentais. Uma vantagem dos modelos de PD de roedores é que a degeneracao
dopaminérgica nigroestriatal se correlaciona com déficits motores em camundongos e ratos.
Isso pode ser observado e medido com uma série de testes comportamentais simples, a
maioria dos quais envolve a medi¢do do movimento, aderéncia ou forca das patas dianteiras.
Os testes comportamentais em roedores incluem o teste de campo aberto para uma avaliacdo
geral da atividade locomotora, o teste de degrau para medir acinesia e o teste de poste para
medir bradicinesia (13,14). A forca pode ser medida pelos testes de forca e coordenacdo da
aderéncia (14). E dificil medir diretamente a rigidez em roedores, mas o desempenho no teste
do rotarod é responsavel por varios fatores, como equilibrio, forca e coordenacéo (14).
Roedores com lesdes unilaterais exibirdo comportamento motor assimétrico onde
déficits no uso do membro contralateral podem ser medidos e comparados ao membro
ipsilateral como controle interno. O comportamento circulante induzido por drogas, como a
L-dopa, € uma medida mais dramatica de uma lesdo unilateral (7,14). Nesses testes, a
administracdo de anfetamina estimula a liberagdo de dopamina no lado contralateral intacto,
resultando em rotacéo ipsilateral, enquanto a apomorfina causa rotag6es contralaterais devido
a hipersensibilidade a dopamina no lado lesionado. Lembrando que os testes motores também
podem ser usados para avaliar a discinesia. Para o estudo de sintomas ndo motores em
roedores, o método preferido é usar um modelo como uma lesdo nigroestriatal parcial, que
ndo causa déficits motores simultaneos que possam afetar os resultados do teste. Os padrdes
de sono, bebida e alimentacdo sdo monitorados para avaliar disturbios do sono e perda de
peso (15). Para modelar sintomas neuropsiquiatricos, um painel de testes complementares
pode ser usado, onde o teste de suspensédo da cauda ou o teste de natacdo forcada € usado para
modelar depressdo ou desespero comportamental (15). A redugdo no comportamento de
construcdo de ninhos especifico para espécies de camundongos pode ser usada para modelar

tarefas motivadoras e orientadas a objetivos (14).

Principais substancias utilizadas nos modelos experimentais de DP
OHDA

A 6-OHDA ¢ uma substancia analoga da dopamina e norepinefrina, que é encontrada
no nacleo caudado humano em concentragdes ideais, sendo produzido de forma enddgena a
partir de hidroxilacdo de metabdlitos da dopamina. Para a formagdo de um modelo
experimental de DP, é necessario que a solucdo que contém a hidroxidopamina seja

administrada diretamente no cérebro, especificamente no estriado, na substancia negra pars
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compacta (SNc) ou até no feixe prosencefalico medial, a fim de obter a neurodegeneracéo,
dado que ndo atravessa a barreira hematoencefalica, provavelmente devido a sua polaridade
(7,16).

O 6-OHDA injetado no SNc ou no estriado é transferido pelo transportador de
dopamina (DAT) para os neurbnios dopaminérgicos, acumulando-se nas mitocondrias e
agindo ao inibir a atividade do complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial (17).
Lembrando que ele também é transferido para neurbnios noradrenérgicos, por meio de
transportadores de monoaminas. Uma vez dentro das células, o 6-OHDA sofre auto-oxidagédo
ou degradacdo metabdlica e produz radicais peroxido de hidrogénio, superdxido e hidroxila.
Esse processo causa peroxidacdo lipidica, oxidacdo de proteinas e oxidacdo de DNA e,
finalmente, exacerba o estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial (18).

O 6-OHDA inibe a monoamina oxidase A / B (MAO-A / B), acentuando a inibicao do
complexo | mitocondrial. Tal mecanismo de deficiéncia induz a expressdo do gene BAX, que
resulta na ativacédo da via de apoptose por meio das caspases 3 e 9. Com isso, pode-se sugerir
que o proprio 6-OHDA, e ndo sO seus produtos de oxidacdo, é responsavel pela
neurotoxicidade (19). Além disso, o 6-OHDA também pode inibir a atividade dos complexos
mitocondriais 1V e diminuir o potencial da membrana mitocondrial, o que resulta na liberacéo
de citocromo ¢ no citosol celular, formando-se um complexo que ativa irreversivelmente as
capazes, outro caminho que leva a apoptose celular (5,19,20). Embora existam sugestdes de
que a via apoptdtica extrinseca possa estar ativa na doenca de Parkinson, seu papel permanece
incerto. Pensa-se que 0 mecanismo predominante da morte neuronal seja a via apoptética
intrinseca. Envolve uma sequéncia de eventos, incluindo geragdo aumentada de espécies
reativas de oxigénio, liberacdo do citocromo ¢ e deplecdo de ATP, além da ativacdo da
caspase-9 e caspase 3, mecanismos cujos quais se repetem nos modelos experimentais de 6-
OHDA. Apesar do mecanismo de deplecdo de neurbnios dopaminérgicos deste modelo se
assemelham aos da DP, ele ndo promove a agregacdo de da proteina alfa-sinucleina, mesmo
que interaja com ela, nem a formacdo de corpos de Lewis, achados patognoménicos da
etiologia de Parkinson (21).

As injec@es intracerebrais de 6-OHDA em roedores permitem a escolha de atingir o
SNpc, estriado ou feixe do prosencéfalo medial (22) e a geragdo de modelos
hemiparkinsonianos unilaterais (23). Injecdes bilaterais geralmente causam adipsia, afagia,
convulsdes e alta mortalidade (16). Em ratos, as inje¢des de SNpc de 6-OHDA resultam em

grande degeneracdo dopaminérgica em 24 horas e 90% de perda de dopamina no estriado em
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alguns dias (7,22). No entanto, injetado no estriado, 0 6-OHDA causa uma degeneracao
retrograda dos neur6nios nigro-estriados durante um periodo de 1 a 3 semanas (22). Injecdes
unilaterais levam a déficits motores assimétricos e comportamento rotacional, também
utilizados para avaliar a discinesia induzida por L-dopa (7,22). Uma vantagem do modelo
unilateral é que permitem o uso dos membros ipsilaterais ndo lesionados do mesmo animal
como controle interno, desde que seja comprovada a normalidade deste membro
anteriormente a injecéo.

A injecdo bilateral de 6-OHDA (dose baixa: 0,017 mg / kg) no SNpc lesiona
parcialmente os neur6nios dopaminérgicos nigrais e ndo provoca déficits motores (24).
Quando administrado em alta dose (0.032 mg/kg), resulta na diminuicdo da atividade do
complexo mitocondrial I, contribuindo para a morte de neurdnios dopaminérgicos diretamente
via mecanismos EROS, incluindo aumento da producdo de EROS e diminuicdo da sintese de
ATP (25,26). Outro uso da 6-OHDA é a injecdo unilateral no feixe prosencefalico medial de
rato. O modelo de lesdo feixe prosencefalico medial é adequado para imitar a DP e pesquisar
as funcdes especificas de varios interneurdnios estriatais no processo patoldgico da DP. A
injecdo unilateral de 6-OHDA no feixe prosencefalico medial direito de camundongos leva a
perda de celulas ou fibras dopaminérgicas no SNc ipsilateral e no estriado (27). A injecéo
unilateral de 6-OHDA no feixe prosencefalico medial de ratos também resultou em rigidez
dos membros, déficits cognitivos e mnemoénicos, bem como uma perda significativa de
expressao de TH e o conteudo de DA no estriado ou SNpc (28-30).

A injecdo intra estriatal de 6-OHDA induziu uma degeneracéo retrograda de neurénios
dopaminérgicos no SNpc e uma diminui¢do na densidade da fibra de projecéo positiva para
TH no cingulado e no cértex motor, sugerindo que esse modelo pode ser ideal para estudar 0s

mecanismos da patologia cortical e diminui¢do cognitiva na DP (31).

Paraquat

Paraquat (PQ, 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridina-dicloreto) é um herbicida cuja estrutura
quimica é semelhante a do MPP+, metabdlito ativo do MPTP. Foi, a partir dessa semelhanca,
proposta a possibilidade de o paraquat danificar o sistema dopaminérgico nigroestriatal (32).
Ele € um composto hidrofilico e, por isso, ndo é capaz de atravessar livremente a barreira
hemato-encefalica (BHE). Sendo assim, sua entrada no SNC ocorre por transportadores de
aminoacidos, em um processo Na+-dependente e DAT-independente (7,11).
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Diferentemente do que € esperado pela sua estrutura semelhante & do MPP+, 0 PQ néo
inibe o complexo | mitocondrial (33). Sua toxicidade se da pelo sequestro da via das pentoses-
fosfato para aumentar a reducdo de NADPH, estimulando o ciclo redox do paraquat. A reacédo
redox do PQ com o oxigénio molecular resulta em anions superéxidos, aumentando, portanto,
a producéo de ROS, e causando estresse oxidativo (8). Ademais, o PQ prejudica a reciclagem
redox da glutationa e da tireodoxina, inibindo a funcdo desses anti-oxidantes celulares e
contribuindo ainda mais para o estresse oxidativo (11,33). Kumar et al (34) constatou que a
glutationa mostrou-se reduzida apds tratamento com PQ.

Paraquat diminui a glicose extracelular e aumenta a intracelular por intensificar sua
captacdo, uma vez que aumenta a translocacao de transportadores de glicose, GLUT e SGLT,
para a membrana plasmatica. Dessa forma, ha ampliacdo do transporte de glicose e carbono
para a via das pentoses-fostato (8). A atividade pré-apoptética do PQ € mediada pela via
apoptética mitocondrial, ativada devido disfuncdo desta organela (11), ocorrendo hiper-
regulagdo de componentes da familia Bcl-2 com consequente liberacdo de citocromo c e
ativacdo das caspases 9 e 3 (11,34). A micrdglia aparenta ter um papel na degeneracao
induzida por PQ, podendo ser fonte de ROS, tendo em vista que sua ativacdo pode ocorrer
apos uma injecdo do herbicida (7). Ha tambem evidéncias de que o PQ causa senescéncia de
astrocitos os quais, por sua vez, reduziriam a viabilidade dos neurénios dopaminérgicos além
de suprimir a proliferacdo e migracdo de células progenitoras neuronais, que serviria como
uma resposta a certas lesdes e patologias (35).

Os modelos animais que buscam reproduzir a patologia da Doenca de Parkinson (DP)
utilizando o PQ s&o realizados principalmente em roedores, resultando na reprodugdo de
diversas caracteristicas neuropatoldgicas e clinicas da doenga. A administracéo intraperitoneal
do herbicida aos animais leva a diminuicdo de células TH-positivas na substancia nigra pars
compacta (SNPc), evidenciando a perda de neurbénios dopaminérgicos nessa regido (32,34—
37), sendo essa seletividade confirmada pelo fato de ndo haver comprometimento de
neurdnios dopaminérgicos em outras areas como 0 hipocampo e substdncia nigra pars
reticulata (32). Ademais, o padrdo de perda celular desencadeado é ndo-homogéneo, sendo a
area ventral a mais acometida da SNPc, assim como ocorre na DP (7). A toxicidade do PQ em
relacdo aos neurdénios dopaminérgicos se mostrou dose-dependente com uma perda na SNPc
de 10, 18 e 28%, induzida respectivamente por 1, 5 e 10 mg/Kg do herbicida; assim como
idade-dependente, com animais de 6 semanas e 5 meses de idade apresentando uma perda de
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células TH-positivas de aproximadamente 25%, enquanto animais mais velhos (18 meses)
perderam 33%, mostrando-se mais susceptiveis (32).

Por outro lado, os dados sobre deplecdo dos niveis de dopamina e seus metabdlitos no
corpo estriado sdo heterogéneos, podendo ndo se mostrar presente (32), contudo, alguns
autores apresentaram sucesso ao reproduzir essa caracteristica com o PQ (34). Outro aspecto
importante buscados nos modelos de inducdo de DP e que se mostra presente com o PQ sdo
as inclusbes da proteina alfa-sinucleina (11), apesar disso, 0s corpos de Lewis,
patognoménicos da patologia do Parkinson, ndo sdo encontrados. O PQ também € capaz de
reproduzir aspectos fenotipicos ligados a DP como déficits motores, com alteragdes na
atividade motora espontanea e prejuizo na coordenagdo motora (34,36).

A administracdo de PQ subcutanea por mini bombas osmoéticas (2,5mg/Kg/ dia),
menos comum que a intraperitoneal, foi capaz de reproduzir ndo so a seletividade de lesdo de
neurénios dopaminérgicos na SNPc, com reducdo de 41% nas células TH-positivas apds 8
semanas, como também ocasionou deplecdo de dopamina no corpo estriado em 18% com 5
semanas de tratamento, déficits da coordenacdo motora e aumento de 62% da proteina alfa-
sinucleina (37).

Faz-se importante ressaltar que, apesar de reproduzir diversos aspectos da DP, o
modelo de PQ em roedores apresenta limitagdes como alteragfes destoantes da dopamina
estriatal, auséncia de sintomas ndo motores e variacdo na magnitude do comprometimento dos
neurdnios dopaminérgicos. Ademais, a indugdo com o PQ é um processo fragil e pode ser
influenciado pelo método utilizado, tendo em vista que trés doses de 10mg/kg intraperitoneal,
intervalados em uma semana, podem causar perda de 28% de células TH-positivas na SNPc
(32), ou apresentar nenhum efeito sobre elas (38).

Rotenona

A rotenona € um componente natural extraido de raizes de plantas e usado como
pesticida (11,33). Por ser altamente hidrofébico, cruza facilmente a barreira hemato-
encefalica (BHE), ndo dependendo de DAT para adentrar no citosol (39). Essa substancia
possui acdo inibidora sobre o complexo I NADH-desidrogenase (4,7). Contudo, apesar de
causar deplecdo de ATP, sua toxicidade decorre de estresse oxidativo por aumento na
producdo de ROS, sendo assim, ndo é resultado de um defeito bioenergético (40). A inibicao
do complexo | mitocondrial resulta também em desregulacdo da homeostase de ferro e

acimulo deste, o qual foi implicado na patologia da DP (4). Ademais, a rotenona esta
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envolvida com ativagdo microglial, dano oxidativo a proteinas, lipideos e DNA, induc¢édo da
apoptose, e aceleracdo da agregacdo e fibrilacdo da alfa-sinucleina (41). Outros efeitos da
rotenona também foram relatados, como inibicdo da formacdo de microtubulos de tubulina e
inibicdo do proteossomo, porém sugere-se que este Ultimo seja secundario ao estresse
oxidativo e disfungdo microtubular (7).

A exposicao de roedores a rotenona reproduz varios tragos caracteristicos encontrados
na patologia da DP: perda de neurbnios dopaminérgicos na via nigroestriatal (39,42-46),
deplecéo de dopamina no corpo estriado (42,43), sintomas motores (39,42-46) e ndo motores
(42,45), e inclusbes de alfa-sinucleina nas células TH-positivas restantes (42,44,45). A
administragdo subcutanea cronica de rotenona em roedores por meio de mini bombas
osmoticas causa degeneracdo dopaminérgica seletiva na via nigroestriatal, afetando
primeiramente e de forma mais severa 0Ss terminais nervosos no corpo estriado em
comparagdo com os corpos celulares desses neurénios na SNPc (39,45,46), evidenciados pela
reducdo da imunorreatividade & TH e reducdo dos sinais DAT -positivos (39,45). Ademais, sdo
ocasionados déficits motores, um dos principais aspectos clinicos presentes no Parkinson
(39,45,46). Doses de 2,5 mg/Kg/ dia, via subcutanea, por 4 semanas fomentou, além da lesao
nigroestriatal dopaminérgica e das alteracbes motoras, neurodegeneracdo colinérgica no
nucleo motor dorsal do vago e no plexo mioentérico, assim como acumulo de alfa-sinucleina
nessas regides e na SNPc, porem sem formacdo de corpos de Lewis; e disfuncéo
gastrintestinal, um sintoma ndo-motor comum em pacientes com DP (45).

Injecdes intraperitoneais de rotenona também originam lesdo preferencial dos
terminais dopaminérgicos no corpo estriado, com reducdo da imunorreatividade a TH assim
como diminui¢do da dopamina e seus metabdlitos HVA e DOPAC (43,44), além disso, a
perda de células TH-positivas também é observada na substancia nigra (SN) (44). A
seletividade para neurdnios dopaminérgicos € notada igualmente pelo fato de os niveis de
noradrenalina e serotonina ndo serem afetados (43). A administracdo intraperitoneal de
rotenona causa alteracdes motoras, manifestando-se com hipoatividade (43) e até mesmo de
uma forma mais severa com bradicinesia, instabilidade postural e rigidez debilitantes; bem
como inclusdes citoplasmaticas de alfa-sinucleina na SN (44).

Apesar de reproduzir muitos tragos importantes da DP, a administracdo de rotenona
via subcutdnea ou intraperitoneal ndo espelha a forma com que a substancia entra no
organismo de uma pessoa exposta a ela. A exposicdo ambiental de camundongos a rotenona

(dose de 5mg/Kg de peso por 2 a 6 semanas) mimetiza as formas de entrada do pesticida no
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corpo humano, além de causar reducdo de neurénios TH-positivos nos animais de forma
tempo-dependente: em 22% ap0s 4 semanas, e em 39% apds 6 semanas. Origina também (1)
lesdo dos terminais dopaminérgicos estriatais, com reducdo da imunorreatividade a TH e
deplecdo dos niveis de dopamina e DOPAC no corpo estriado; (2) acimulo de alfa-sinucleina;
(3) sintomas motores, apresentando alteracdo da movimentacéo espontanea e da coordenagéo
motora apos 4 semanas de exposicdo; e (4) sintomas ndo-motores precedendo alteracBes
motoras, como disfuncdo gastrintestinal e olfatéria ap6s uma e duas semanas,
respectivamente, do inicio do tratamento (42). Mesmo apresentando muitas das caracteristicas
buscadas em modelos de inducdo de Parkinson em roedores, a rotenona apresenta limitagoes
como variabilidade de animais que desenvolvem lesdo nigroestriatal dopaminérgica,
inconsisténcia na magnitude da lesdo, bem como localizacdo e distribuicdo das lesGes no

corpo estriado (44), e toxicidade aguda (33).

MPTP

O MTPT (Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine), uma neurotoxina, bioproduto
da sintese de MPPP (1-methyl-4-phenyl-4-propionoxypiperidine), foi produzido pela primeira
vez por Ziering e Lee, em 1947 (47), contudo, adquiriu relevancia médica na década de 1980,
quando Dr Langston e seus colegas, apds se depararem com sintomas semelhantes aos da
doenca de Parkinson em pacientes sob efeito de MPTP, reconheceram o potencial dessa
toxina de criar um modelo valido de estudo da doenga (48).

ApOs cruzar a barreira hemato-encefalica, nas células da glia, o MPTP ¢ convertido
pela enzima monoamino oxidase B (MAO-B) em seu metabdlito téxico 1-methyl-4-
phenylpyridinium (MPP+). O MPP+ ¢ internalizado pelas células dopaminérgicas através do
DAT - uma proteina transportadora de dopamina dependente de energia - e concentrado no
citoplasma por meio de dois mecanismos: (1) A neuromelanina, que forma um complexo com
0 MPP +, retardando sua liberacdo citoplasmatica, ¢ (2) os transportadores vesiculares de
monomania (VMAT), que confinam a neurotoxina em vesiculas sinapticas. O MPP+ livre no
citosol penetra na mitocondria por transporte ativo e inibe a atividade do complexo I,
ocasionando inibicdo subsequente da oxidagao dos substratos ligados a NAD+ e a-
cetoglutarato desidrogenasse. (49) Mediante inibi¢do mitocondrial, os niveis intracelulares de
ATP diminuem, suscitando despolarizacdo da membrana celular, que leva & um aumento
extracelular de glutamato, responsavel por estimular receptores NMDA dos neuronios

dopaminérgicos, os quais promovem abertura dos canais de calcio e aumento da concentracao
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intracelular desse ion. O aumento intracelular de célcio induz a producido de 6xido nitrico
(NO), por meio da ativacdo da enzima 6xido nitrico sintetase. NO reage com oxigénio,
formando radicais livres, que oxidam diversas moléculas intracelulares, dentre elas o DNA,
gerando estresse oxidativo, que pode ser responsavel pela morte celular. (48) Outro
mecanismo pelo qual o MPTP desencadeia morte celular ¢ através da inducdo de apoptose. A
lesao mitocondrial possibilita a liberagcdo do citocromo C no citoplasma, o qual ativa a via
pro-apoptotica das caspases (49).

Em primatas, a exposicdo ao MPTP induz a deplecdo dos niveis de dopamina, através
de um padrao de lesdo nigroestriatal semelhante ao observado na doenga de Parkinson: maior
degeneracdo dos neurdnios dopaminergicos no nucleo putamen em relagdo ao nucleo
caudado, associada a preservacdo substancial dos estriossomos. Outra semelhanga ao
Parkinson ¢ o comprometimento extraestriatal, caracterizado pela deplecdo dopaminergica,
noradrenergica e serotoninergica no tronco cerebral, no subcortex e no cortex. Além das
similitudes anatomo-patoldgicas descritas, o MPTP suscita modificagdes fenotipicas analogas
a DP, dentre elas, desordens motoras, evidenciadas por bradicinesia, rigidez e tremores;
prejuizos cognitivos ¢ comportamentais e distirbios no ciclo sono-vigilia. Ndo obstante o
potencial dos modelos de MPTP em produzir uma fenocopia praticamente perfeita da DP,
ainda existem barreiras em relacdo a reprodutibilidade plena da doenga, sendo a principal
delas a auséncia de formagao dos corpos de Lewis, um marco histo-patologico do Parkinson.
Outro entrave ¢ a impraticabilidade de se instituir um modelo unico de estudo, sendo
necessario o uso de diferentes espécies de primatas ¢ em diferentes regimes de administracdo
de MPTP, de acordo com os sintomas, estagio da doenca e caracteristicas anatomopatologicas
desejadas. Finalmente, um terceiro obstaculo ¢ a dificuldade de estabelecer pardmetros de
avaliagdo da resposta comportamental que sejam reprodutiveis e fidedignos. (50)

Em ratos, a injecdo subcuanea de MPTP, sob regime de 2 a 4 doses de 12mg/Kg,
levou a degeneracdo de neurbnios dopamineérigicos no nucleo estriado, associada a perda de
parametros funcionais, dentre eles a captacédo e liberacdo de DA; a reducgéo da expressdo do
gene MAO-B; e diminui¢do do contedo de VMAT2 e DAT. Tais alteracdes estriatais foram
responsaveis pelo deficit motor encontrado. Na substancia nigra, apesar da perda de massa de
neurdnios dopaminérgicos, houve preservacdo dos parametros funcionais. Apesar da
semelhanca topografica ao padrao de lesdo da DP humana, cujo dano neuronal concentra-se
nas camadas ventral, lateral e posterior da Pars-compacta, preservando as regides medial e

anterior, o modelo de MPTP em ratos ndo ¢ capaz de reproduzir integralmente a doenga, posto
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que a sensibilidade a lesdo estriatal e a alteragcdes comportamentais sdo significativamente
variaveis de acordo a cepa e idade do rato e ao regime de administragdo. Ademais, a
semelhanca dos estudos em primatas, outro obstaculo a ser superado ¢ a dificuldade de

interpretacdo das alteragdes comportamentais. (48)

Aminocrémio

Os modelos pré-clinicos de estudo da doenga de Parkinson majoritariamente recorrem
a neurotoxinas exdgenas para inducao de lesdo nigroestriatal. Todavia, tais toxinas ndo sao
capazes de reproduzir plenamente o processo neurodegenerativo duradouro e progressivo da
doenca, porquanto fomentam perda macica e acelerada de neurdnios dopaminérgicos. Isto
posto, o Aminocromio, neurotoxina endogena precursora da neuromelanina, torna-se uma
alternativa viavel para estudo da DP, tendo em vista que seu mecanismo de acao fundamenta-
se na promoc¢do de disfungdo na liberagdo de dopamina, em oposicao a perda significativa de
neurdnios dopaminérgicos. (51)

O aminocromio ¢ o metabdlito resultante da oxidagdo, catalisada pela enzima
tirosinase, da dopamina livre no citoplasma a neuromelanina: a Dopamina, por meio de uma
série de reagdes oxidavas, ¢ convertida a Dopamina-o-quinona, que sofre ciclizagdo, dando
origem ao aminocromio (52). O aminocromio ¢ entdo convertido em 5,6-indolequinone e
posteriormente em neuromelanina. A neuromelanina apresenta papel neuroprotetor, e
gradativamente, com o envelhecimento, se acumula em vacuolos nos neurénios
dopaminérgicos (10). Em condigdes fisiologicas, a neurotoxicidade do aminocromio ¢é
previnida por meio de 3 mecanismos protetivos: (1) A enzima VMAT-2, que promove a
captagdo da dopamina em vesiculas monoaminérgicas, prevenido a permanéncia de dopamina
livre no citoplasma, (2) a enzima DT-Diaforase, que catalisa a reducao do aminocromio a
leucoaminocréomio e (3) a enzima M2 - glutationa transferase humana, que catalisa a
conjugagao de aminocrdmio a 4-S-glutationil-5,6-di- hidroxiindolina (53,54). Caso ndo seja
inativado, o aminocromio forma adutos com diversas proteinas celulares (10), dentre clas a
alfa-sisnucleina, os complexos mitocondriais I e III, a isocitrato desidrogenase, a actina e a
beta tubulina (52), a UCHL-1, os transportadores de dopamina e a ubiquitinol citocromo C
redutase. Esses adutos induzem neurotoxicidade por meio da promogdo de disfungao
mitocondrial; estresse lisossomico e do reticulo endoplasmatico; disfungdo em proteases;
distirbios na autofagia, destruicdo da arquitetura do citoesqueleto, neuroinflamacgao e estresse

oxidativo. In vivo, a disfun¢do mitocondrial, principal mecanismo de lesdo relacionado ao
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aminocromio, ocasiona deplecao dos niveis de ATP, resultando na diminui¢do do transporte e
exocitose de vesiculas sinapticas dopaminérgicas (55,56).

Em ratos, a injecdo unilateral de aminocrémio no corpo estriado acarretou alteracdes
morfologicas nos neurdnios dopaminérgicos do corpo estriado e da substincia nigra,
caracterizadas por redu¢ao do volume celular e lesdo mitocondrial, acompanhada de deple¢ao
nos niveis de ATP e diminui¢do substancial do metabolismo basal. As alteragoes
morfoldgicas foram acompanhadas de reducdo significativa dos niveis basais de dopamina,
devido a diminui¢do do nimero de vesiculas monoaminérgicas no terminal perisinaptico dos
neurdnios dopaminérgicos, seguida de desbalanco na producdo de gaba; no entanto, sem
aumento significativo de glutamato. Apesar de ndo haver perda significativa de neurdnios
dopaminérgicos, foram observados comportamentos motores contralaterais. (51,57)

Em suma, apesar das vantagens do aminocromio como modelo pré-clinico do PD, tais
como (1) o fato de o aminocrOmio ser uma neurotoxina endogena que ¢ produzida no
Parkinson; (2) a semelhan¢a dos mecanismos de indu¢do de neutotoxicidade do Aminocrémio
e da PD (disfuncdo mitocondria, estresse oxidativo, formacdo de alfa-sisnucleina) e (3) a
progressao mais lenta da lesdo nigro-estriatal induzida por aminocromio; ainda sao

necessarios estudos futuros para elucidar completamente a fisiopatologia da doenga. (10)
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Figura 2 - llustracdo da SNc (substancia negra pars compacta). Um dos possiveis alvos estereotaxicos em
roedores, sendo A a vista lateral e B a vista anterior (58).
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CONCLUSAO

Apesar de os modelos experimentais de DP utilizando neurotoxinas replicarem
determinados aspectos da doenca, como 0s sintomas motores, a degeneracao nigro-estriatal e
a formacgdo de o-sinucleina - exclusiva do Paraquat e da Rotenona; Sdo incapazes de
reproduzir os sintomas cognitivos e a formacéo de corpos de Lewy. Isto posto, conclui-se que
os modelos atuais sdo insuficientes na reproducdo integral dos mecanismos fisiopatolégicos e
fenotipicos da doenca de Parkinson, sendo necesséario o aperfeigoamento e a associagdo de
modelos para a completa elucidacdo da fisiopatologia da doenca e para o desenvolvimento de

terapias efetivas.
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