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RESUMO

A Doencga de Parkinson (DP) caracteriza-se por sintomas motores tipicos e
déficits proprioceptivos. Considerando-se o papel do estresse oxidativo na doencga,
o uso de agentes antioxidantes pode ter potencial terapéutico. Depois de uma
revisao sobre déficits proprioceptivos na DP, esta dissertacdao apresenta um estudo
empirico sobre o efeito da epicatequina (EC), sobre o modelo animal da 6-
hidroxidopamina (6-OHDA). Ratos (n = 75) infundidos unilateralmente com 6-
OHDA na via nigroestriatal receberam, apds 24h, infusdes intracerebrais de EC
no estriado (0,031mg/mL, 0,Img/mL, 0,31mg/mL, 1mg/mL ou veiculo). O
tratamento foi avaliado através dos testes de rotacdes induzidas por metilfenidato
(40mg/kg) e apomorfina (1mg/kg), teste de motricidade sobre grade e teste da fita
adesiva, além de imunoistoquimica. Os resultados mostraram que ndo houve
diferencas entre os grupos em nenhuma das avaliagdes. Com base nesses
resultados, concluimos que a EC, nas concentragdes e condi¢cdes empregadas, ndo
foi capaz de retardar a les@o nigroestriatal ou recuperé-la.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson; propriocep¢do; 6-hidroxidopamina;

epicatequina
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ABSTRACT

EFFECTS OF INTRACEREBRAL INFUSION OF (-) - EPICATECHIN IN AN
ANIMAL MODEL OF PARKINSONISM

Besides the typical motor symptoms, Parkinson’s disease (PD) is characterized by
deficits in proprioception. Considering the putative role of oxidative stress in PD,
antioxidants might have therapeutic value. After a review on proprioception in
PD, this dissertation presents an empirical study based on the evaluation of
epicatechin (EC), in 6-hydroxidopamine (6-O0HDA) model of Parkinsonism. Rats
(n=75) where unilaterally lesioned into the nigrostriatal pathway and treated 24h
later with intracerebral infusions of EC in the striatum (0.031mg/mL, 0.1mg/mL,
0.31mg/mL, 1mg/mL or vehicle). The behavioral effects were assessed through
methylphenidate (40 mg/kg) and apomorphine (1 mg/kg)-induced rotations,
footfault and stick-tape tests; and brain tissue was analyzed by
imunohistochemistry. There were no significant differences between groups
neither in the behavioral assessments nor the histological analyses. These results
showed that EC was incapable to act on either the reversal or retardation of the
lesion in the nigrostriatal pathway.

Keywords: Parkinsonism; proprioception; 6-hydroxidopamine; epicatechin
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CAPITULO I
INTRODUCAO

Em 1817 o médico inglés James Parkinson publicou o livro “Shaking
Palsy” descrevendo pela primeira vez os sintomas de uma sindrome que afetava
progressivamente a motricidade de alguns pacientes (Kumar, Huamas & Calne,
2005). Atualmente, a doenga de Parkinson (DP), como a sindrome se popularizou
anos mais tarde, é reconhecida como a 2* patologia neurodegenerativa que mais
afeta a populacdo idosa mundialmente. Estatisticas apontam que em torno de
2,5% dos idosos sejam afetados pela doenga em todo o mundo (Hattori, 2003). A
temadtica acerca da enfermidade, seus sintomas e possiveis formas de tratamento
serviu de base para o desenvolvimento da dissertacao aqui apresentada.

Genericamente caracterizada pela manifestacdo de alteracdes motoras, a
patologia € evidenciada pela presencga de tremores em repouso, rigidez muscular,
acinesia e dificuldade para iniciar movimentos (Alexi, 2000). A degeneracdo da
motricidade leva a manifestacdo clinica de sintomas inicialmente moderados até
mais especificos e graves como dificuldades na escrita e na fala, perda da
habilidade de movimentar-se com desenvoltura, postura em flexdao e distirbios
respiratorios e digestivos como a sialorréia (Chou & Hurtig, 2004). Perdas
cognitivas como dificuldades de atencdo e memodria além de perturbagoes
psiquidtricas e fisiologicas como alteracdes do humor e do sono também sdo
freqiientemente observadas (Kumar, Huamas & Calne, 2005).

Apesar de promover sintomas muito debilitantes que afetam de forma
extensa a qualidade de vida desses pacientes, a doenga per se, nao é capaz de
levar esses individuos a morte. Entretanto, estudos apontam que a taxa de 6bitos é
maior entre os portadores da doenca se comparados com individuos normais de
mesma idade (Uitti et al., 1993). Uma das explicacdes para este fenOmeno sao as
mortes geradas por complicagdes dos sintomas, como mortes por “‘sufocamento”
em funcdo da sialorréia ou por complicagdes clinicas geradas por fraturas
adquiridas em quedas (Korell & Tanner, 2005).

As quedas sofridas pelos portadores da doenca estdo entre as suas maiores
preocupacdes. E comum que pacientes com DP apresentem a cldssica postura em
flexdo, na qual o tronco fica debrugado sobre os membros inferiores (Jacobs &

Horak, 2006). Essa caracteristica, somada a bradicinesia e a rigidez muscular
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contribuem em grande parte para que as quedas ocorram. Entretanto, € possivel
que outros mecanismos em prejudicados na patologia estejam implicados na
dificuldade de manutengdo da postura ereta e adequada reposta motora frente aos
obstaculos do ambiente. Considerando tais possibilidades, estudos t€ém apontado
que pacientes com DP apresentam perdas na propriocep¢ao (Contreras-Vidal &
Gold, 2004; Demirci, Grill, McShane, & Hallett, 1997; Rocchi et al., 2004).

O capitulo II desta dissertacdo traz uma revisdo de relatos clinicos e
experimentais sobre os déficits proprioceptivos em portadores da patologia. No
capitulo, organizado sob a forma de um artigo, também sdo discutidas a presenga
de alteragdes proprioceptivas em animais submetidos aos modelos animais de
parkinsonismo, e as relacdes entre a circuitaria da propriocep¢do € os circuitos
neuronais envolvidos na DP. Nesta dissertacdo, o manuscrito contribui tanto para
a problematizagao das perdas proprioceptivas na DP quanto para a amplia¢do dos
conhecimentos acerca do sistema proprioceptivo, um aspecto psicobiolégico
pouco estudado na patologia.

A DP ainda € uma doencga sem cura e grande parte disso deve-se ao pouco
conhecimento que se tem sobre suas origens e evolucdo. Acredita-se que a
enfermidade tenha uma origem multifatorial, envolvendo uma combinag¢do entre
fatores ambientais e genéticos (Korell & Tanner, 2005). Estudos epidemioldgicos
tém apontado para alguns fatores de risco como etnia, género e presenca de casos
anteriores da doencga na familia. De acordo com esses dados, homens caucasianos,
de idade avancada e que ja apresentaram casos de DP na familia, estdo entre os
mais provaveis afetados pela enfermidade (Morens et al., 1996; Mayeux et al.,
1995).

Também foi identificado que tracos de personalidade como timidez,
rigidez de opinido e comportamento evitativo estdo estatisticamente vinculados ao
aparecimento da doenga (Schulte, 1982; Golbe & Langston, 1993; de la Fuente-
Fernandez & Calne, 2001). Informagdes sobre o ambiente também sdo
consideradas na manifestacdo da patologia ja que alguns estudos tém apontado
que viver em dreas rurais representa um alto fator de risco para a doenga.
Aparentemente, a vida rural expde os sujeitos a elementos identificados como
promotores dos sintomas da doenca tais como utilizacdo de dgua advinda de
pocos, exposicao a pesticidas e demais produtos agricolas, além de intoxicacdo
por contato com metais e outros descartes industriais (Koller et. al., 1990; Wong,

Gray, Hassanein, & Koller, 1991; Korell & Tanner, 2004) E possivel também que
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todos esses fatores ambientais atuem interagindo entre si. Os tragos de
personalidade podem fazer a manuten¢do de um estilo de vida favordvel a
exposicdo aos elementos ambientais toxicos disponiveis em &areas rurais, e
perpetuar esses habitos nos membros de uma familia por geracdes, facilitando a
reincidéncia da DP em determinados contextos (Kumar, Huamas & Calne, 2005).

Em termos fisiol6gicos, os sintomas motores da doenca sao desencadeados
pela morte progressiva de neurdnios dopaminérgicos na parte compacta da
Substancia Negra (SN) (Murrin, 2004). Essa estrutura conecta-se ao estriado
através de um feixe de axOnios conhecido como feixe prosencefdlico medial
(FPM) e a morte de tais neuronios levam a deplecao da dopamina estriatal (ver
Figura 1) comprometendo diversos circuitos encefdlicos e sendo a base para
manifestacdo dos sintomas da doenca (Jenner & Olanow, 1996). A presenca de
inclusdes citoplasmdticas como os corpos de Lewy nas células dopaminérgicas
remanescentes a morte neuronal, denuncia o mal-enovelamento de proteinas com
a parkina e a a-sinucleina, uma importante caracteristica na fisiopatologia da

doenca (Kruger et al., 1998).

Cértax Corpo Caloso

cerebral

- o
inbme LN \\\ FFPS Cerebelo
3"’“’:‘““"9" T para o corddo
Area tegrmeriar veraral Medula espinhal

Figura 1. Vias dopaminérgicas no Sistema Nervoso Central. A
via nigroestriatal compreende o caminho entre a substincia
negra e os nucleos caudado e putamen do corpo estriatal.
Adaptado de Purves et al., 2008.
Os fenomenos bioquimicos que desencadeiam a morte neuronal na DP
ainda sdo desconhecidos, embora estudos pré-clinicos apontem alguns fatores. O
estresse oxidativo parece ser um elemento fundamental na patologia, levando a

producido excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO) e contribuindo para a

peroxidacao lipidica. Também j4 foi relatada uma redugao dos niveis de glutationa
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reduzida (GSH), uma importante enzima antioxidante endégena (Jha, Juma, Lalli,
Liu & Pettus, 2000). Esse aumento de ERO somado ao acimulo de ferro na SN e
os baixos niveis de GSH geram um quadro favordvel a destrui¢do dos neurdnios
por meio da interrup¢do da cadeia respiratéria mitocondrial e por fim, da
destruicdo do DNA (do inglés “Deoxyribonucleic acid”) das células (Merad-
Boudia, Nicole, Santiard-Baron, Saille, & Ceballos-Picot, 1998). A morte dos
primeiros grupos neuronais induz respostas inflamatoérias, aumentando ainda mais
a producdo de ERO e elevando os niveis de 6xido nitrico e demais espécies
reativas de nitrogénio, agravando o quadro (Antunes, Han, Rettori, & Cadenas,
2002).

O conhecimento sobre a fisiopatologia da sindrome contribuiu para o
desenvolvimento de modelos animais que pudessem mimetizar os sintomas da
doenca e assim facilitar a exploracdo de possiveis causas e potenciais tratamentos.
A utilizacdo de substancias capazes de destruir seletivamente neurdnios
dopaminérgicos, principalmente, da induc@o de estresse oxidativo tem sido muito
util no estudo da DP. Da mesma forma, novas tecnologias que permitem a
exploragdo de animais geneticamente modificados, tém facilitado a exploracio
dos danos fisioldgicos que estdo na base do aparecimento de sintomas da DP. A
exploracdo experimental de neurotoxinas como a 6-hidroxidopamina (6-OHDA) e
a l-metil-4-fenil-1-2-3-6-tetraidropiridina (MPTP) além de consideragdes sobre
os modelos genéticos de inducdo da DP também foi brevemente contemplada no
capitulo II da dissertacao.

Os tratamentos disponiveis para DP ainda sdo recursos paliativos,
geralmente, pouco efetivos e que visam basicamente conter o progresso da doenga
e minimizar sintomas. Entre os principais tratamentos disponiveis estd a
administra¢do de farmacos com a L - Dopa, um precursor dopaminérgico e o uso
de inibidores da catecol-O-metil-transferase (COMT) (Marsden & Parkes, 1976;
Huang, Kumar & Tsui, 2002). Tratamentos cirirgicos como a estimulacio
cerebral profunda e a palidotomia, ambos os procedimentos visam interromper a
ativacdo dos neurdnios estriatais localizados no globo pélido, propiciam o fim dos
tremores e facilitam o controle da motricidade (Koller, Wilkinson, Pahwa, &
Miyawaki, 1998; Lang & Widner, 2002). Entretanto, tais tratamentos também
possuem limitagdes: os procedimentos cirdrgicos sdo invasivos € somente
utilizados em casos avancados da doenca (Jankovic, 2006). O tratamento

farmacoterdpico, por sua vez, pode gerar efeitos colaterais, como a discinesia, um
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reconhecido efeito da administragdo prolongada da L-Dopa (Olanow & Stocchi,
2000). Tais consideracdes reforcam a necessidade da busca por terapias
alternativas que possam impedir a progressio da patologia e promover a
recuperagdo das fun¢des motoras.

Considerando-se o papel fundamental que o estresse oxidativo tem para o
desenvolvimento da DP, tratamentos baseados na administracdo de substancias
antioxidantes tém sido bastante investigados, com destaque para o uso de
flavondides. Os flavondides pertencem a uma classe de polifendis que sdo
encontrados em alimentos como chocolates, vinhos, chas e 6leo de oliva (Mandel
& Youdim, 2004). Sao substidncias com alta capacidade antioxidante e
antiinflamatoria e tem como beneficio, o fato de serem naturalmente consumidos
como parte da dieta (Weinreb, Mandel, Amit, & Youdim, 2004) .

Estudos epidemioldgicos realizados no dltimo século, nas décadas de 80 e
90 apontavam para uma baixa prevaléncia da DP em paises asidticos, onde o
consumo de chds, e em especial o cha verde, € um habito cultural (Li et al., 1985;
Wang, Shi, Wu, He, & Zhang, 1991). Pesquisas realizadas com essas populacdes
fizeram relacdes entre consumo do chd verde e a baixa prevaléncia de doencas
neurodegenerativas. Um estudo mais recente apontou uma correlagdo entre o
consumo médio de 2 xicaras de chd verde ao dia e baixos riscos de DP
(Checkoway et al., 2002). Tais consideracdes alertaram os pesquisadores para os
beneficios do consumo do chd verde e desencadearam uma série de pesquisas
voltadas para a explora¢do dos componentes do cha.

O cha verde € extraido das folhas da Camellia sinenses, uma planta nativa
da Asia, cultivada, principalmente, na China, Japao, India e leste Europeu
(Weinreb et al., 2004). Da mesma planta também podem ser extraidos os chds
preto, oolong e branco, bebidas também reconhecidas por propiciarem beneficios
ao organismo, através de propriedades antioxidantes, antiinflamatdrias,
antibacterianas e antialérgicas (Schmidt & Ferger, 2004). A diferenca entre os
chas depende do processo de oxidagdo a que as folhas sdo expostas antes do
consumo (Takeo, 2004). Dentre essas bebidas, o cha verde é a que conserva as
maiores propriedades, pois € feita com folhas apenas secas, ndo - oxidadas,
garantindo maior disponibilidade de flavondides no composto, em especial das
catequinas (Matsubara & Rodrigues-Amaya, 2006).

As catequinas sdo fitonutrientes que compdem entre 30 e 40% dos

compostos extraidos do cha verde, o que o torna umas das maiores fontes de
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flavondides na natureza. Foram identificados 5 tipos de catequinas: (-)-
epigalocatequina-3-galato (EGCG), o maior componente entre os flavondides do
extrato (40-60%), seguida pelas (-)-epigalocatequina (EGC) e (-)-epicatequina-3-
galato (ECG) ambas compondo cerca de 10-20%, a (-)-epicatequina (EC) que
contribui com 4-6% das catequinas do chd e a (-)-catequina (C), com 2-4%
(Babich, Krupka, Nissin, Zuckerbraun, 2004).

Ricas em anéis aromdticos e grupamentos hidroxil (ver Figura 2), as
catequinas tém uma reconhecida e potente habilidade de “varredura” (scavenger)
sobre as ERO e também de atuar como quelante sobre o ferro, o que garante sua
eficaz atuacdo frente ao estresse oxidativo (Weinreb et al., 2004). Esses dados tém
sido corroborados através de varios estudos baseados no uso preventivo ou como
tratamento das catequinas em uma série de patologias. Ensaios in vitro e
experimentos in vivo com animais € humanos demonstram que tais substincias
sdo efetivas no combate a doencas cardiovasculares (Shroeter, Williams, Matin,
Iversen, & Rice-Evans, 2000), cancer e doencas neurodegenerativas, com
destaques para as doencas de Alzheimer e Parkinson (para uma revisdo ver

Mandel e Youdim, 2004).

H 4
(-)-epigallocatechin(EGC) (-)-epicatechin-3-gallate(ECG)

(-)-epigallocatechin-3-gallate(EGCG) (—)-epizlatechin(EC)

Figura 2. Catequinas do cha verde. As quatro principais
catequinas do Cha Verde. Adaptado de Ramassamy, 2006.

Especificamente em relagdo a DP, as catequinas t€ém sido apontadas como
uma excelente possibilidade de tratamento. Além da capacidade antioxidante e

antiinflamatdria, as catequinas sdo capazes de atuar sobre uma série de alvos



18

intracelulares, ativando cascatas bioquimicas fundamentais para a modulaciao de
genes apoptéticos e elevando a expressdo de enzimas antioxidantes enddgenas
como a superdxido dismutase e catalase (Levites, Weinreb, Maor, Youdim, &
Mandel, 2001; Levites, Amit, Mandel, & Youdim, 2003; Owuor & Kong, 2002).
Também podem atuar inibindo a acdo da COMT, o que indica um potencial
beneficio no uso dessas substancias tanto para um tratamento agudo, quanto em
longo prazo para essa patologia (Lu, Meng & Yang, 2003; Pan et al., 2003).

O capitulo III desta dissertacdo estd organizado na forma de artigo e traz
os resultados de um experimento feito com o objetivo de testar os efeitos da
administracdo intracerebral da (-)-epicatequina no modelo animal de
parkinsonismo da 6-OHDA. Até o momento de finalizagao desta dissertagdo, este
€ o primeiro estudo a testar os efeitos da EC in vivo neste modelo animal. No
experimento, foi testado o efeito da EC sob neur6nios dopaminérgicos
previamente lesionados com 6-OHDA. Apesar do que sugere a literatura, nossos
resultados ndo apontaram para a eficicia da EC como neuroprotetor capaz de
retardar a acdo da toxina. E provével que caracteristicas da prépria EC e fatores
como a forma e o protocolo de administracdo estejam entre oS motivos que
explicam este efeito.

Embora os resultados de nosso experimento ndo tenham sido positivos, a
andlise dos testes comportamentais dos animais trouxe dados interessantes. O
modelo animal de parkinsonismo da 6-OHDA tem sido testado
comportamentalmente através de aparatos como o campo aberto (ver figura 3). A
deplecdo dopaminérgica provocada pela infusdo unilateral da toxina provoca uma
assimetria motora no animal fazendo com que este apresente rotagdes ipsi ou
contralaterais ao sitio da lesdo quando desafiados com a inje¢do de anfetaminas ou
agonistas dopaminérgicos. Este tipo de teste comportamental € considerado
classico para este modelo de lesdo, sendo largamente utilizado. No experimento
apresentado no capitulo III, o efeito da epicatequina foi testado através da
observacdo da reducdo do comportamento de rotagdes frente aos farmacos

metilfenidato e apomorfina.
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Figura 3. Campo aberto. Aparato onde sdo realizados os testes de
rotacdes induzidas por fairmacos no modelo a animal da 6-OHDA.

Além da forma cldssica de testar a assimetria dopaminérgica provocada
pela lesdo, foram utilizados mais dois testes: o teste da fita adesiva e o teste de
motricidade sobre grade (TMG).

No Teste da fita adesiva s@o colocadas fitas adesivas nas patas dianteiras
do animal e contabilizadas as laténcias para a retirada das fitas de ambas as patas
(ver figura 4). Animais com lesdes cerebrais unilaterais tendem a demonstrar a
assimetria motora através da preferéncia do animal por tirar a fita de uma das
patas mais rapidamente. A testagem da assimetria motora no modelo animal da 6-
OHDA através do teste da fita adesiva € recente, mas tem mostrado ser efetiva na
detec¢do de perdas na sensomotricidade do animal na pata ipsilateral a lesdo
(Castaneda et al., 2005, Park, Lee, Bang, Lee, & Ahn, 2008). A preferéncia do
animal pela pata ipsilateral, sugere deficiéncias no processamento da informacao
dos receptores sensoriais € musculares da pata contréria a lesdo, apontando que a
lesdo dopaminérgica foi efetiva. Essa evidencia de alteragdes na sensomotricidade
sugere também a existéncia de déficits proprioceptivos na pata afetada pela lesio
nigroestriatal. Esses resultados confirmam a participacdo das estruturas cerebrais
envolvidas na Doencga de Parkinson e sua relacdo com a manifestacdo de déficits

no sistema proprioceptivo nos individuos portadores da doenca.



20

Figura 4. Teste da fita adesiva. O animal é colocado em campo
aberto com fitas presas as patas e a laténcia para a retirada das
fitas é contada. Retirado de Castafieda et al., 2005.

O capitulo III apresenta também os resultados do comportamento de
animais lesionados com 6-OHDA no TMG. O TMG ¢é um teste amplamente
utilizado para identificar a presenca de lesdes cerebrais unilaterais em ratos em
modelos animais de isquemia-reperfusdo (Lubics et al., 2005) e piramidotomia
(Starkey et al., 2005). O aparato consiste de uma grade elevada do solo, sobre a
qual os animais s@o colocados e tém contabilizados os desequilibrios que
cometem ao moverem-se sobre a mesma (ver figura 5). Entretanto, em um
trabalho anterior do nosso grupo com ratos lesionados unilateralmente no modelo
animal da 6-OHDA, foi demonstrado que a exposi¢do a essa tarefa é capaz de
provocar rotacgoes ipsilaterais a lesdo de forma espontanea em animais com lesdes
extensas na SN (Silvestrin, de Oliveira, Batassini, Oliveira, & Souza, 2009).0
mesmo fendmeno foi observado nos animais utilizados para o experimento
apresentado no capitulo III, confirmando a observagao de rotacdes no TMG como
uma nova ferramenta comportamental para a exploracio do modelo animal de
parkinsonismo da 6-OHDA. Os motivos pelos quais 0s animais apresentam tais
rotacdes, entretanto, ainda ndo foram identificados. Outros estudos estdo sendo

desenvolvidos para que essas questdes sejam esclarecidas.
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(€N

Figura 5. Teste de motricidade sobre grade. O animal
colocado sobre e durante 3 minutos, seu comportamento
observado quanto a presenca de rotagdes ipsilaterais a lesdo.

(€N

Uma discussdo final sobre os produtos dessa dissertacdo, bem como suas
implicacdes em relacdo a producdo de conhecimento sobre a DP € encontrada no
capitulo IV. Encerrando o documento, o capitulo V, traz consideracdes sobre a
experiéncia de conduzir este trabalho que foi o primeiro deste programa de pés-

graduacdo a ser realizado com animais.
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RESUMO

A Doenga de Parkinson (DP) € caracterizada pela manifestacdo clinica de
acinesia e lentiddo para iniciar movimentos, rigidez muscular e tremores em
repouso. Entretanto, estudos tém demonstrado que a patologia também provoca
alteracdes na propriocepcdo. Uma diminuicdo nos mecanismos proprioceptivos
influencia diretamente o controle postural dificultando sua capacidade de calcular
a amplitude e velocidade de seus movimentos, sugerindo que estejam
relacionados ao aparecimento de grande parte dos sintomas motores relacionados
ao parkinsonismo. O presente capitulo, organizado em formato de artigo,
apresenta uma revisao critica dos relatos clinicos sobre esses sintomas e estudos
experimentais realizados com humanos e animais acerca do tema, buscando
evidéncias que apontem a relacio dos déficits proprioceptivos com a
fisiopatologia da DP. A exploracdo desse sintoma na patologia pode contribuir
com o conhecimento sobre origem e manutencdo dos sintomas da doenca, e com
novas estratégias para intervencdo na enfermidade.

Palavras-chave: = Propriocepcdo; parkinsonismo; modelos animais de

parkinsonismo
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ABSTRACT

PROPRIOCEPTIVE DEFICTIS IN PARKINSON'S DISEASE:
FROM CLINIC DATA TO ANIMAL EXPERIMENTATION

Parkinson’s disease (PD) is characterized by the presence of clinical
symptoms such as muscular rigidity, bradykynesia, and tremors. Although the
pathology has been recently linked to deficits in proprioception, disturbance in
proprioceptive mechanisms can affect postural control diminishing the ability to
calculate the speed and amplitude of movements, suggesting that these alterations
may be related to the majority of Parkinson’s symptoms. This chapter, organized
as an article, presents a review study of this symptom exposing clinic and
scientific data through animal experimentation, suggesting a connection between
the physiology of proprioception and the damaged neuronal circuitry of PD.

Keywords: Proprioception; animal models of parkinsonism, Parkinson’s Disease
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INTRODUCAO

A Doenca de Parkinson (DP) constitui-se de uma afeccdo
neurodegenerativa causada pela morte progressiva dos neurdnios dopaminérgicos
na Substancia Negra (SN) (Snider, Fahn, Isgreen, & Cote, 1976). Desde 1817,
quando foi descrita pela primeira vez, a patologia € caracterizada pela
manifestacdo clinica de acinesia e lentiddo para iniciar movimentos, rigidez
muscular e tremores em repouso (Alexi, 2000). Entretanto, além dos sintomas
motores cléssicos, estudos tém demonstrado que a patologia também provoca
alteracdes na propriocepcao (Wright et. al., 2007; Almeida, 2005; Jacobs &
Horak, 2006; Vaugoyeau, Viel, Assaiante, Amblard, & Azulai, 2007).

A propriocepcdo € o mecanismo responsavel pela no¢ao da posicdo que o
organismo ocupa no espaco. E esse mecanismo que confere a capacidade de
consciéncia de um individuo sobre onde se encontram seus membros, se
permanece estitico ou em movimento (Crossman & Neary, 1997). Uma
diminui¢do nos mecanismos proprioceptivos influencia diretamente o controle
postural do sujeito, dificultando também sua capacidade de calcular a amplitude e
velocidade de seus movimentos. A implicagdo da propriocepcdo no
desenvolvimento e manutencdo da motricidade sugere que a existéncia de déficits
em seus mecanismos esteja relacionada ao aparecimento de grande parte dos
sintomas motores relacionados ao parkinsonismo (Vaugoyeau et. al., 2007).

Ja foi relatado experimentalmente que individuos com a DP apresentam
dificuldades em uma série de movimentos que dependem de uma boa integracdo
proprioceptiva. Sujeitos com Parkinson tendem a apresentar dificuldades
significativas na realizacdo de tarefas em que lhes € solicitado que movimentem
seus membros superiores ou estimem sua posicdo sem que possam Vé-los.
(Klockgether, Borutta, Rapp, Spieker, & Dichgans, 1995; Moore, 1987; Seiss,
Praamstra, Hesse, & Richards, 2003). Tarefas onde estes sujeitos devem alcancar
um alvo com as maos sem a possibilidade de ver seu dedo indicador, ou que
caminhar até determinado local sem que possam ver suas pernas, também sofrem
prejuizos ja nas fazes iniciais da doenca (Adamovich, Berkinblit, Henig, Sage, &
Poizner, 2001; Keijsers, Admiraal, Cools, Bloem, & Gielen, 2005). Portadores da
DP freqiientemente apresentam postura em flexdo, que se caracteriza pela

dificuldade em manter o corpo ereto. Além da incapacidade na manutencdo da

postura, esses individuos apresentam perda da habilidade em utilizar os membros
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inferiores na recuperagdo do equilibrio, frente a perturbagcdes na marcha. (Maki &
Mcllroy, 2005; Rocchi, Chiari, Gross, & Horak, 2004). Acredita-se que a
dificuldade desses pacientes nessas tarefas seja integrar adequadamente as
informacdes proprioceptivas, a fim de que possam ajustar os movimentos para
restaurar o equilibrio corporal (Contreras-Vidal & Gold, 2004; Demirci, Grill,
McShane, & Hallett, 1997; Jacobs & Horak, 2006).

Evidéncias experimentais tém sugerido que as anormalidades no sistema
sensorio-motor decorrentes da doenga nao sdo produto dos danos aos receptores
proprioceptivos periféricos mas sim de prejuizos na integracdo cortical dos
estimulos (Boecker et al., 1999; Seiss, Praamstra, Hesse, & Richards, 2003). A
dificuldade de interpretacdo da informagdo sensorial parece estar relacionada a
degeneracdo cortical das dreas sensoOrio-motoras, o que impede um feedback
proprioceptivo adequado, levando o sujeito a fracassar na estimac¢do de sua
posicao em relagdo ao ambiente.

Com base no importante papel do sistema proprioceptivo na DP, o
presente artigo apresenta uma revisao sobre o tema, abordando estudos que
exploram a existéncia de déficits proprioceptivos na patologia e buscando por

evidéncias que sugiram bases fisioldgicas para o fendmeno.

2.1 Doenca de Parkinson

Afetando 2,5 % da populagdo mundial, a DP é a segunda afeccdo
neurodegenerativa que mais incide sobre a populacdo idosa em todo mundo,
depois da Doenca de Alzheimer (Hattori, Kobayashi, Sasaki-Hatano, Sato, &
Mizuno, 2003). Apesar de ser mais prevalente entre os idosos, a doenga também
se manifesta de forma precoce afetando individuos jovens (Alexi, 2000).

A enfermidade é desencadeada pela morte dos neurénios dopaminérgicos
na parte compacta da SN de causas ainda desconhecidas. Estudos tém indicado
uma origem multifatorial envolvendo questdes genéticas e ambientais (Hattori et
al., 2003; Horak, Dimitrova, & Nutt, 2005; Shimohama, Sawada, Kitamura, &
Taniguchi, 2003). A presenca de disfungdes mitocondriais, estresse oxidativo,
alteracoes genéticas da expressdo das proteinas parkina e o-sinucleina e a
conseqiiente presenga de corpos de Lewy nos neurdnios da SN t€m sido apontados
como contribuintes para o desenvolvimento da patologia (Hattori et al., 2003).

A perda de cerca de 50% dos neurdnios na parte compacta da SN acarreta em uma

deplecdo dopaminérgica em torno de 80% no estriado, estrutura alvo das
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projecoes nigrais. Quando a deterioracdo neuronal atinge tais niveis, o0s
mecanismos de compensacido do organismo nao sao mais suficientes para conter
os déficits e os primeiros sintomas motores da doenca comecam a se manifestar
(Deumens et al., 2002).

Os disturbios na motricidade presentes na DP afetam largamente a
qualidade de vida dos portadores da doenga. No dia-a-dia dos pacientes, essas
dificuldades na motricidade se manifestam ao realizarem tarefas simples como
caminhar, sentar-se € mover os membros com rapidez para alcancgar objetos, por
exemplo. O desempenho adequado de todas essas tarefas requer uma boa
integracdo entre as informagdes vindas do ambiente, a capacidade de
processamento das mesmas pelo individuo e a forma como seu organismo se
organiza para responder as demandas do meio. Esse mecanismo de integracio

depende basicamente da propriocepcao.

2.2 Propriocepc¢ao: definicoes e conceituacao

O termo propriocep¢do deriva do latim proprius que significa “de si
mesmo”. Foi utilizado pela primeira vez pelo fisiologista Charles Sherrington para
nomear 0s processos sensoriais envolvidos na noc@o consciente de um sujeito
sobre sua localizacdo espacial, postura e movimento (Jones, 2001). Esse
mecanismo é fundamental para que o individuo estabeleca uma relagdo apropriada
com O espago em que se encontra e seja capaz de executar movimentos
adequados.

O controle postural e os movimentos dos membros dependem, em ultima
instancia, de retroalimentacdo orquestrada de estimulos de contragdo ou
estiramento dos musculos esqueléticos e a correspondente resposta reflexa da
medula espinhal. Dessa forma, os movimentos do organismo dependem da
velocidade e precisdo com a qual os mecanoreceptores, localizados nas fibras
musculares, atendem a essas alteracdes musculares (Jones, 2001). Entretanto,
desde a década de 70, estudos tém sugerido que nenhuma fonte de estimulos
aferentes pode ter sua contribuicdo excluida da propriocep¢do (Craske, 1977;
Goodwin, McCloskey, & Matthews, 1972, O Suilleabhain, 2004; Vaugoyeau et
al. 2007). Outras fontes de informagao como os estimulos advindos de receptores
localizados na pele e articulacdes também contribuem para a capacidade de
apreciacdo da consciéncia sobre a atividade cinética e estdtica do organismo

(Goodwing et al., 1976; Vaugoyeau et al. 2007). Alteragdes na percepcao
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sensorial encontradas em portadores da DP alertam para a importancia do
funcionamento adequado desses receptores como contribui¢do ao sistema

proprioceptivo.

2.3 Alteracoes sensoriais na DP e suas implicacoes para a propriocepcao

Pacientes com a enfermidade podem manifestar sensagdes de coceiras,
formigamento, ardor ou entorpecimento nos membros, conhecidas como
parestesias (O’Suilleabhain, 2004). Um estudo com 101 pacientes diagnosticados
com DP revelou que 42% destes sofriam de parestesias (Snaider et al., 1976). Em
um estudo semelhante, no qual 99 pacientes foram entrevistados, 63% afirmaram
sofrer essas sensacdes e relacionaram-nas ao aparecimento e curso da DP
(Shulman et al., 1996). Koller (1984) investigou 50 pacientes quanto a esses
sintomas e relatou que 20% apresentavam parestesias de forma continua,
enquanto 18% tinham essas sensa¢des de forma intermitente. Um relato com uma
amostra de 85 portadores da doenca reportou que cerca de 70% tinham queixas
sobre parestesias, sendo que essas se manifestavam com mais intensidade nos
periodos em que ndo estavam sob o efeito de agonistas dopaminérgicos (Gunal et
al. 2002).

Pacientes que apresentam tremores no tronco tendem a experimentar a
sensacdo de um excesso de vibragdes truncais que sdo, em geral, incompativeis
com a intensidade dos tremores visiveis. Esse sintoma reflete a experiéncia
subjetiva de que houve um aumento na movimenta¢do corporal quando, na
verdade, ndo ocorreu (Shulman, Singer, Bean, & Weiner, 1996). Tal fendmeno
sugere alteracdes na forma como as informagdes sensoriais advindas dos
receptores periféricos estdo sendo decodificadas e interpretadas no encéfalo.
Sintomas como este e a presenca de parestesias em casos de DP alertam para o
papel do sistema sensorial periférico na patologia, bem como, para sua relacdo
com os sistemas motor e proprioceptivo tanto na DP, quanto no funcionamento
normal (Seiss et al., 2003).

Existem poucos estudos longitudinais sobre a presenca de parestesias na
DP e em sua maioria, sdo baseados em auto-relatos dos pacientes, sem que haja
uma quantificagdo sistemdtica do aparecimento, curso ou magnitude de tais
sintomas (O Suilleabhain, 2004). Snaider e colaboradores, (1976), afirmaram que
em cerca de 20% das vezes, as parestesias emergem como os primeiros sinais da

doenca. Entretanto, a maior parte dos estudos tem sugerido que essas alteragdes
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sensoriais seguem o curso da doenca e tendem a manifestar-se conforme o
aparecimento dos demais sintomas motores. A auséncia de estudos mais focados
na presenga desses sintomas também ndo permite correlacdes precisas entre a
manifestacdo das parestesias e outros dados pertinentes ao curso da patologia. E
possivel que questdes como a manifestacdo precoce da doenca ou a exposi¢cdo
prolongada a L-DOPA estejam relacionados a presenca e intensidade dessas
manifestacoes (O Suilleabhain, 2004).

Sabe-se pouco sobre a circuitaria envolvida na fisiopatologia das
parestesias nos casos da DP. Estudos realizados com o objetivo de rastrear danos
detectdveis nas terminagdes cutaneas ou nervosas de portadores da patologia tém
revelado a auséncia de alteragdes periféricas observaveis (Koller, 1984;
O~Suilleabhain, 2004). Apesar disso, um estudo realizado com 26 idosos
portadores da doenca concluiu que 53% dos sujeitos apresentaram anormalidades
eletrofisiol6gicas quanto a conducdo nervosa na coluna cervical, enquanto 73%
apresentaram as mesmas dificuldades na coluna lombar (Lee et al. 2002). A
auséncia de evidéncias de radiculopatias em outros estudos com portadores da DP,
entretanto, sugere que as parestesias, nesses casos, tenham outras origens.

Estimulos aplicados a pele geram respostas nos nucleos da base,
principalmente na SN, que tem um importante papel na modulagdo do
processamento sensorial que ocorre no tdlamo (Bendrups & McKenzie, 1974).
Dados obtidos através de técnicas de deteccdo de potenciais relacionados ao
evento (PRE) revelaram que os potenciais sensoriais evocados no cortex parietal
de pacientes com DP em geral, sio normais (Nakashima, Nitta, & Takahashi,
1992; Drory, Inzelberg, Groozman & Korczyn, 1998; Huttunen, & Teravainen,
1993). Esses dados reforcam a provdvel auséncia de danos no sistema sensorial
dos portadores da enfermidade, por outro lado, porém, apontam para que a
provavel origem das parestesias nos casos de DP esteja vinculada as alteragcdes no
sistema extrapiramidal decorrentes da deplecdo dopaminérgica.

Em consonincia com essas evidéncias, a administracdo de agonistas
dopaminérgicos parece reduzir as parestesias, sendo utilizada como estratégia
clinica (Nutt & Carter, 1984). H4 também relatos sobre a redugdo destes sintomas
em pacientes submetidos a estimulacdo cerebral profunda do globo pélido, uma
das técnicas cirdrgicas utilizadas para o tratamento da DP (Loher, Burgunder,

Weber, Sommerhalderm, & Krauss, 2002).
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Tais achados mostram a importante relagdo entre as aferéncias sensoriais e
a circuitaria motora envolvida na DP. Os nicleos da base sdo fundamentais na
execu¢do automadtica de respostas motoras ja aprendidas pelo organismo, sendo
responsaveis pelo output motor que completa o circuito iniciado pelas
informacdes recebidas dos receptores periféricos (Marsden, 1982). J4 se considera
que tais nudcleos exercam um papel ainda maior nesse processo, estando
envolvidos na modulacdo desses inputs periféricos, pois para produzir uma
resposta motora adequada é necessdria uma andlise completa das condi¢des em
que o organismo se encontra (Abbruzzese & Berardelli, 2002). Um
funcionamento motor adequado depende da harmonia na relagdo entre essas
estruturas e quaisquer alteragdes nos sistemas envolvidos nessa tarefa, podem
contribuir para a geracdo de déficits na motricidade. Dificuldades na integracdo de
informacdes dos receptores sensoriais € proprioceptivos podem, por exemplo,
levar o individuo a subestimar a posi¢do de seus membros ou a um calculo
errobneo da velocidade a ser empregada para determinada agdo, produzindo
movimentos bradicinéticos (Demirci et al., 1997;Berardelli, Rothwell, Thompson,
& Hallett, 2001). Em igual proporcdo, danos ao sistema extrapiramidal podem
conduzir a erros na interpretacdo quanto a quantidade de estimulos sensoriais
recebidos. Tal fendmeno pode conduzir o sujeito a execuc¢do automdtica e
inconsciente de movimentos desnecessdrios, como pode ser o caso de sintomas
como a discinesia (O Suilleabhain, 2004).

Sendo assim, as parestesias e outras alteragdes sensoriais presentes em
casos da DP, alertam para perturbacdes nesse sistema e podem ser um sinalizador
de alteracOes na interpretacio de informacdes proprioceptivas, ja que as aferéncias

sensoriais sdo também uma importante fonte de informacao para a propriocepgao.

2.4 Evidéncias experimentais de alteracoes proprioceptivas na DP

A primeira evidéncia empirica de alteracdes na propriocep¢do em casos da
DP relatou que tais pacientes apresentavam deficiéncias no feedback
proprioceptivo dos receptores musculares, o que contribui para a rigidez muscular
caracteristica da doenga (Tatton & Lee, 1975). Estudos posteriores demonstraram
a presenca de dificuldades na percep¢cao da movimentagdo dos membros além de
uma diminui¢do do controle da postura estdtica nesses pacientes (Contreras-Vidal

& Gold, 2004; Jacobs & Horak, 2006).
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A perda do controle postural é um dos sintomas que mais afeta a qualidade
de vida de portadores da DP. Em fases mais avancadas da doenca, os pacientes
costumam apresentar uma posicdo caracteristica, conhecida como postura em
flexdo. Nessa posi¢do, a cabeca e o tronco ficam relativamente para frente,
afetando sua capacidade de controle dos demais movimentos e contribuindo para
eventuais quedas (Keranen et al., 2003). Por este motivo, dificuldades na
manutencdo do equilibrio e da postura desses sujeitos tem sido alvo de diversos
relatos (Contreras-Vidal & Gold, 2004; Demirci et al., 1997; Horak et al., 2005;
Jacobs & Horak, 2006; Maki & Mcllroy, 2005; Rocchi et al., 2004; Schieppati,
Hugon, Grasso, Nardone, & Galante, 1994).

Em uma tarefa onde os participantes deveriam alcangar um alvo enquanto
sentados, Schenkman e colaboradores (2001) observaram que em comparagdo
com individuos sauddveis, os portadores de DP apresentavam reducdo da
habilidade de controle sobre a rotacdo da coluna para executar movimentos
longitudinais. Com o auxilio de uma plataforma giratéria unidirecional sobre a
qual os sujeitos foram colocados em pé, Vaugoyeau e colaboradores (2007)
verificaram que portadores de DP apresentam maior dificuldade em re-estabilizar
a postura apds perturbacdes laterais na base da plataforma que os individuos
controle. Em um aparato semelhante, outro estudo também identificou um
aumento da laténcia para a reorganizagdo postural dos pacientes apds perturbagoes
na plataforma quando comparados com individuos normais de faixa etaria
semelhante, entre 65 e 75 anos, em média. (De Nunzio et al. 2007).

Experimentos tém demonstrado que o processamento cortical das
informagdes proprioceptivas € mais importante para a manutengdo do equilibrio
do que o sistema vestibular, principalmente no equilibrio estitico (Higashiyama &
Koga, 1998; Teasdale et al., 1999). Um estudo com individuos saudaveis
demonstrou que mesmo privados do sistema vestibular e visual estes foram
capazes de perceber pequenas e lentas mudangas na orientacdo do seu corpo
(Bringoux et. al, 2002). Bronstein (1999) relatou que portadores de desordem
unilateral aguda do sistema vestibular ndo apresentavam dificuldades para estimar
corretamente sua postura. Corroborando estas evidéncias, até 0 momento, nao ha
indicios de que a DP esteja relacionada a disfuncdes vestibulares. Pastor e
colaboradores (1993) concluiram ndo haver diferengas entre portadores da DP e
individuos controle na percep¢do de alteragdes na movimentagdo corporal quando

expostos a estimulacdo galvanica do sistema vestibular. O estudo fornece dados



37

empiricos para a conclusdao de que possiveis disfuncdes vestibulares ndo sdo a
causa das dificuldades no controle postural exibidas pelos portadores da doenga,
reforcando o papel da propriocepgdo (Pastor, Day & Marsden, 1993).

As dificuldades na manutencio da postura também afetam a qualidade da
marcha. Alguns estudos t€ém sugerido que na DP hd uma reducdo da capacidade
de utilizar os membros inferiores para retomar o equilibrio através de passos
compensatérios (Fahn & Elton, 1987; Jacobs & Horak, 2006; Maki & Mcllroy,
2005; Rocchi et al., 2004). Alteragdes na propriocepcao podem levar os
portadores da doenca a superestimar sua posi¢do no ambiente, produzindo
movimentos em amplitude reduzida (Berardelli, Rothwell, Thompson, & Hallett,
2001; Demirci et al., 1997). Estudos tém demonstrado que esses pacientes tendem
a apresentar passos anormalmente pequenos e desorientados, o que compromete
significativamente sua marcha (Morris, Iansek, McGinley, Matyas, & Huxham,
2005; Schubert, Prokop, Brocke, & Berger, 2005).

Com o objetivo de verificar a habilidade de reequilibrio através de passos
compensatorios adequados frente a perturbacdes na marcha, Jacobs e Horak
(2006) submeteram portadores da DP a uma tarefa através de uma plataforma
movel. Neste experimento, os sujeitos pernaceram em pé sobre a plataforma onde
deveriam mover-se em dire¢cdo a um alvo sem que pudessem ver suas pernas,
enquanto a base do aparato sofria perturbacdes laterais (ver figura 1). Os
pesquisadores observaram que os pacientes apresentam passos de amplitude
menor que os sujeitos do grupo controle, o que os leva a fracassar na

reorganizacgdo da postura.

Detectores de
movimento

Aparato para /
impedir a visdo

dos membros
inferiores

parte fixa da plataforma

parte movel
da plataforma

Figura 1. Plataforma utilizada para medir oscilagdes posturais.
Adaptado de Jacobs & Horak, 2006.
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Embora o controle postural tenha grande parcela na manifestacdo das
dificuldades de marcha dos portadores da doenca, € possivel que tais problemas
sejam causados por déficits proprioceptivos nos préprios membros inferiores. E
possivel que estes pacientes apresentem dificuldades no controle da forca aplicada
ou exercida pelas pernas durante a execu¢do de movimentos. Deficiéncias na
integracdo de informagdes dos mecanorreceptores localizados na musculatura das
pernas poderiam ser a causa do problema, e contribuir para a falta de habilidade
em reorganizar a marcha diante de perturbacdes ambientais (Delwaide, Pepin, &
Maertens de Noordhout, 1991; Dietz & Duysens, 2000; Stelmach, 1991).

Déficits proprioceptivos nos membros superiores em casos da DP também
ja foram relatados pela literatura. Utilizando uma tarefa em que os sujeitos
deveriam atingir um alvo mével através da manipulacdo de um joystick, Flowers
(1976) concluiu que os pacientes com Parkinson aparentavam ndo saber onde
estavam suas maos no espaco, necessitando auxilio de pistas visuais para poder
controlar os movimentos.

Outros estudos tém demonstrado que tanto a nocao da posi¢cdo do membro
antes do inicio do movimento, quanto a consciéncia sobre este durante a execugao
de movimentos estdao afetadas (Rossetti, Desmurget, & Prablanc, 1995; Sainburg,
Lateiner, Latash, & Bagesteiro, 2003). Quando os pacientes foram solicitados a
duplicar movimentos ou atingir determinada posicdo com seus membros
superiores sem que pudessem vé-los, foi verificado que estes apresentam
dificuldades para a execu¢do da tarefa com precisdo, ndo conseguindo atingir a
posi¢ao ou movimento desejado (Jacobs & Horak, 2006; Moore, 1987; Seiss et
al., 2003).

Kockgether e colaboradores (1995) solicitaram que participantes privados
de percepcdo visual estimassem a amplitude da extensdo de seus bracos, enquanto
0s mesmos eram passivamente flexionados: os portadores de DP tenderam a
superestimar 0 movimento imposto aos seus membros. Em um estudo semelhante,
pacientes com DP erraram mais que sujeitos-controle na capacidade de estimar,
sem o auxilio da visdo, a extensdo da flexdo passiva de seus cotovelos (Zia, Cody
& O“Boyle, 2002).

Contreras-Vidal e Gold (2004) pediram que portadores da doenca
desenhassem em um papel o caminho que conectava desenhos-alvo dispostos no
centro e laterais de uma folha de papel, através da projecdo de um monitor (ver

figura 2). Ap6s um periodo de treino, os sujeitos deveriam executar os
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movimentos sem que os alvos fossem apresentados e sem que pudessem ver suas
maos, baseando-se na representacao interna da posi¢do do membro. Os resultados
apontaram que estes sujeitos erram mais nas tentativas de acertar os alvos e levam
mais tempo para fazé-lo, quando comparados a individuos sauddveis. Esse
resultado indicou que a patologia € capaz de atrapalhar a representacao mental da
posicao dos membros, recurso que facilita o planejamento da movimenta¢do do

organismo (Wolpert, Goodbody, & Husain, 1998).

tela plana
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Figura 2. Aparato utilizado para verificar a capacidade de
proprioceptiva de sujeitos com DP através da escrita. Adaptado
de Contreras-Vidal & Gold (2004).

A visdo parece ser facilitadora do mecanismo proprioceptivo nos casos de
DP, pois o organismo passa a valer-se mais da visao para equilibrar a deficiéncia
de outras informagdes aferentes sobre a posi¢do dos membros. Ou seja, quanto
maiores as perdas proprioceptivas decorrentes da progressdo da patologia, mais os
sujeitos dependerdo da visdo para organizar e planejar seus movimentos de acordo
com o ambiente (Contreras-Vidal & Gold, 2004; Demirci et al.,, 1997;
Klockgether et al., 1995).

Embora j4 tenha sido sugerido que a enfermidade afete a coordenacgao
periférica da propriocepg¢do, através de alteracdes no funcionamento de receptores
musculares (Dietz & Duysens, 2000; Dietz, Zijlstra, Prokop, & Berger, 1995),
faltam mais dados empiricos que comprovem esse fendmeno. Com base nessa
premissa, a maioria dos pesquisadores acredita que os déficits proprioceptivos
encontrados na DP sejam dependentes de falhas na integracdo cortical desses

impulsos (Boecker et al., 1999; Seiss et al., 2003).
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A reproducgdo de deficiéncias proprioceptivas em modelos animais da DP
baseados na inducdo da morte neuronal dopaminérgica nos nucleos da base,
sugere que tais sintomas estejam relacionados ao desequilibrio quimico da alca
motora cortical responsdvel pela motricidade (Alam, Mayerhofer & Schmidt,
2004; Lu et al., 2008; Wright et al., 2007; Jankovic, 2000), ), o que abordaremos

a seguir.

2.5 Déficits proprioceptivos em modelos animais da DP

Com o objetivo de reproduzir a perda neuronal dopaminérgica, protocolos
pré-clinicos da patologia t€ém sido desenvolvidos principalmente com a utilizagcdo
de roedores. Entre as principais técnicas utilizadas estdo a manipulag¢do genética e,
mais comumente, a inducdo de deplecdo dopaminérgica através da administracao
de neurotoxinas (Meredith, Sonsalla, & Chesselet, 2008; Brooks, Chadwick,
Gelbard, Cory-Slechta, & Federoff, 1999; Simola et al., 2007).

Por ser uma patologia de origem e causas ainda desconhecidas, a DP tem
sido alvo de indmeras tentativas de mimetizacdo em laboratério. Pesquisadores
tém seguido indicios das possiveis formas de manifestacio da doenca através de
patologias que apresentam sintomas semelhantes aos da DP idiopatica, porém de
causas conhecidas, quadro denominado parkinsonismo. Uma das formas mais
estudadas de parkinsonismo € a por exposi¢do a pesticidas. Em populacdes rurais,
a exposi¢do a pesticidas como a Rotenona e o Paraquat estdo relacionados ao
aparecimento de sintomas motores semelhantes aos da DP. Por este motivo, esses
dois componentes t€m sido bastante utilizados para a inducdo de modelos animais
da DP (Dick et al., 2007).

A Rotenona é um composto quimico encontrado na raiz e talos de algumas
plantas, e por seu cardter altamente citotoxico, ¢ amplamente utilizado como
pesticida (Meredith, Sonsalla, & Chesselet, 2008). Infusdes intracerebrais da
droga na SN de ratos induzem a morte neuronal dopaminérgica através da inibi¢ao
do complexo I da cadeia respiratéria e da formacdo de microtibulos, além de
induzir a formacao de corpos de Lewy nos neurdnios remanescentes, contribuindo
para sua degeneracdo. (Uversky, 2004). Sintomas como instabilidade postural,
lentidao motora e dificuldade para iniciar movimentos foram também observados
em ratos expostos a toxina (Alam Mayerhofer & Schmidt, 2004).

O Paraquat, outra substancia utilizada na indu¢do de modelos animais de

DP, atua de forma semelhante a Rotenona para induzir a morte neuronal: inibindo
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o processo de respiracdo celular e facilitando a produg@o de espécies reativas de
oxigénio (Shimizu et al., 2001). O Paraquat também gera o aparecimento de
inclusdes citoplasmaticas, contribuindo para a caracterizacdo da DP (Uversky,
2004). Faltam evidéncias conclusivas neste modelo, no que tange a prejuizos
motores especificos, entretanto, ja é evidente que a exposi¢do ao Paraquat é capaz
de gerar danos a motricidade, evidenciando principalmente bradicinesia e marcada
reduc¢do na atividade locomotora (Brooks et al.,1999).

Apesar da auséncia de dados mais especificos quanto a déficits na
estimacdo de membros ou alteracdes sensoriais em roedores nesses dois modelos,
a presenca de sintomas como bradicinesia, acinesia e perda da estabilidade
postural apontam para a possivel existéncia de degeneracdo do sistema
proprioceptivo. Esta idéia reforca a concep¢do da participagdo do circuito
dopaminérgico nos nucleos da base para a manutencio de uma resposta
proprioceptiva adequada.

Outra forma de parkinsonismo por exposi¢do a substancias € responsavel
pela concepcdo de um dos modelos animais que mais t€ém contribuido para os
estudos sobre a doenca. Trata-se da 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP), substancia manufaturada acidentalmente em 1982, com o objetivo de
fabricacdo de MPPP, toxina conhecida como heroina sintética. Um erro na
producdo da droga e seu consumo custou aos usudrios a manifestacao de sintomas
motores e cognitivos da DP (Langston, Ballard, Tetrud, & Irwin, 1983). Desde
entdo, a toxina tém sido utilizada para a inducao de um modelo animal da afeccao.

O MPTP € uma molécula altamente lipofilica, atravessando com facilidade
a barreira hematoencefélica quando injetada sistemicamente. Quando no cérebro,
reacOes quimicas transformam o MPTP em MPP+, molécula que tem alta
afinidade com o transportador de dopamina (DAT) (Barneoud et al., 1995) Dentro
das células dopaminérgicas, o MPP+ age de forma semelhante a Rotenona e ao
Paraquat, agindo sobre as mitocOndrias e interrompendo o ciclo da cadeia
transportadora de elétrons. A acdo mitocondrial além da reducdo da produgdo de
ATP facilita a producdo de espécies reativas de oxigé€nio como 0 peroxinitrito,
que atua na oxidagdo da Tirosina hidroxilase (TH), enzima envolvida na sintese
de dopamina (Przedborski et al., 2000; Przedborski & Vila, 2003).

Nesse modelo € possivel observar perdas proprioceptivas através da
avaliacdo da atividade locomotora de camundongos frente ao rotarod. O rotarod é

um teste em que os animais sao dispostos em uma espécie de rampa no formato de



42

um “rolo” na qual o animal € induzido a mover-se utilizando diversas habilidades
motoras para manter-se sobre o aparato (ver figura 3) . Animais intoxicados com
MPTP apresentam mais dificuldades de sustentacdo quando comparados com
animais controle ficando evidente lentiddao, dificuldade para iniciar os
movimentos e rigidez nos membros, dificultando sua permanéncia sobre o aparato

(Lu et al., 2008).

Figura 3. Rotarod. Aparato utilizado para acessar a motricidade
em camundongos. Retirado de Bayer, 2009.

A capacidade de permanecer sobre o rotarod requer o bom funcionamento
do sistema proprioceptivo, pois sdo necessdrias habilidades importantes como
dominio e capacidade de correcdao sobre a posi¢cdo de seus membros, ji que o
aparato estd se movendo. Também ¢é fundamental a adequada regulagdo da forca e
da velocidade a serem aplicadas em determinados movimentos, refor¢ando a idéia
de que déficits na execucdo deste teste podem apontar perdas na propriocepg¢ao.

A contribuicdo dos modelos animais induzidos por neurotoxinas a
compreensdo dos processos fisiologicos que sustentam a DP passa ainda pela
utilizacdo da 6-hidroxidopamina (6-OHDA). O mais antigo e amplamente
divulgado modelo experimental da DP foi testado inicialmente por Ungerstedt em
1968, através de uma infusdo bilateral na SN de ratos. Experimentos posteriores
com uma infusdao unilateral da toxina possibilitaram a observacdo dos danos
provocados pela droga comparando as alteragdes no lado intacto com o lado
afetado (Deumens, Blokland, & Prickaerts, 2002; Ungerstedt, 1971).

A 6-OHDA tem uma estrutura andloga a das catecolaminas sendo também
transportada para dentro dos neur6nios dopaminérgicos pelo DAT. No citosol,

desencadeia mecanismos muito semelhantes aos ja descritos para as outras



43

toxinas, sua acdo também envolve o bloqueio da cadeia respiratoria na
mitocondria e a indugdo de estresse oxidativo (Simola et al., 2007).

Este método, por ser um dos mais antigos, tem sido o mais amplamente
explorado, dispondo de mais dados sobre seus efeitos. Andlises do
comportamento exploratério de ratos lesionados com 6-OHDA em campo aberto
demonstram que animais com lesdes unilaterais no feixe prosencefalico medial
(FPM) apresentam maior laténcia em tarefas onde o objetivo € a corre¢ao
postural, demonstrando maior lentiddo motora (Srinivasan & Schmidt 2004).

Infusdes unilaterais de 6-OHDA no FPM também geram prejuizos em
tarefas como o Staircase test (ver figura 3). A tarefa exige do animal boa
coordenacdo motora e motricidade fina apurada nas patas dianteiras para que
possa buscar a recompensa (alimento) disposta em degraus (Montoya, Campbell-
Hope, Pemberton, & Dunnett, 1991). Lesdes nigroestriatais afetam a
sensomotricidade da pata contralateral a lesdo encefdlica, fazendo com que o
animal apresente preferéncia pela utilizacdo da pata ipsilateral (Barneoud,
Depoortere, Moser, & Sanger, 1999; Jeyasingham, Baird, Meldrum, & Dunnett,
2001). No mesmo aparato, infusdes unilaterais de 6-OHDA na SN, gerando uma
perda de 95% da dopamina no estriado dorsal do hemisfério lesionado foi capaz
de provocar danos a sensomotricidade em ambas as patas. Estes resultados
sugerem tanto a possibilidade de efeitos compensatoérios do organismo frente hd a
assimetria provocada pela unilateralidade da lesdo, quanto alertam para que a
perda dopaminérgica, ainda que em apenas unilateral seja suficiente para provocar
danos a propriocep¢do em ambos os membros (Whishaw, S. M. Pellis, & Gorny,
1992). Esses dados podem ser importantes na consideracdo quanto aos possiveis
efeitos  compensatérios  observados em  pacientes que  apresentam
hemiparkinsonismo, principalmente nas fases iniciais da doenca (Wright et al.,

2007).
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Figura 4. Staircase test. As recompensas ficam sobre os degraus
e os animais devem alcangd-las com as patas dianteiras.
Retirado de Levy, 2008.

A preferéncia pela pata ipsilateral a lesdo foi também observada em outros
dois testes: o teste do cilindro e o teste da fita adesiva (Sticky tape test). No teste
do cilindro, o animal é colocado em um cilindro de vidro e é contabilizado o
nimero de vezes que as patas sdo apoiadas na parede do aparato durante o
comportamento exploratério. A reducdo de cerca de 80% da dopamina estriatal
provoca a preferéncia dos animais por apoiar-se na pata correspondente ao lado da
lesdo, denotando negligéncia sensorial na pata contrdria (Tillerson et al., 2001;
Vergara-Aragon et al., 2003). O Teste da fita adesiva consiste em prender fitas nas
patas dianteiras do animal e contabilizar as laténcias para comportamentos de
tocar as fitas e retird-las. Animais lesionados tendem a notar e retirar a fita presa a
pata ipsilateral a lesdo com mais rapidez, sugerindo a existéncia de déficits
proprioceptivos na pata afetada pela lesdo nigroestriatal (Castafieda et al., 2005,
Park, Lee, Bang, Lee, & Ahn, 2008).

Olsson e colaboradores (1995) utilizaram o adjusting steps test, uma tarefa
em que os animais foram movidos sobre uma superficie horizontal e para
recompor a postura corporal devem utilizar as patas dianteiras para reequilibrar-
se, produzindo passos compensatorios. Os pesquisadores reportaram que animais
lesionados no FPM demonstram menor nimero de passos compensatorios, o que
pode ser interpretado como a existéncia de dificuldades em iniciar movimentos
(Olsson, Nikkhah, Bentlage, & Bjorklund, 1995; Simola et al., 2007). Outros
estudos demonstram que uma deplecdo de 80% de dopamina no estriado é
suficiente para afetar a capacidade dos animais em ajustar a postura através de
passos compensatorios (Chang, Wachtel, Young, & Kang, 1999; Deumens et al.,
2002). Essa tarefa é realizada de forma muito semelhante as tarefas de mesmo

intuito realizadas em experimentos com humanos, conforme jia citado



45

anteriormente. O que se pode observar é que da mesma forma que os pacientes
com DP fracassam em tarefas cujo objetivo € reorganizacdo postural e de marcha,
ratos lesionados no FPM com 6-OHDA também apresentam dificuldades. Tais
dados reiteram a importancia do circuito para a manutencdo da propriocep¢do e
alertam para a implicagdo das perdas proprioceptivas no aparecimento dos
sintomas motores da DP (Jacobs & Horak, 2006).

Os modelos animais baseados na manipulagdo genética tém como objetivo
reproduzir em laboratério as disfungdes génicas encontradas em alguns casos da
DP. Cerca de 5 a 10% dos casos da doenca correspondem as formas herdadas
(Meredith, et al. 2008). As descobertas apontam para mutagdes em genes
responsaveis pela codificacdo de proteinas como a parkina (genes DJ-1 e PINKI1)
e a a-sinucleina (genes LRRK2 e ATP13A2)(Lee & Trojanowski, 2006; West &
Maidment, 2004). Entre as técnicas mais utilizadas no desenvolvimento de
modelos animais baseados em alteracdes genéticas, estd a criagdo de linhagens
transgénicas visando a expressdo ou delecao dos genes envolvidos (Meredith, et
al.,2008).

Os relatos experimentais de manipulacdes com animais nestes modelos
reportam que camundongos com mutacdes no gene DJ-1 apresentam dificuldades
motoras a longo prazo, em geral, passam a apresentar as defici€éncias motoras
classicas em torno dos 11 meses. Entretanto, prejuizos na propriocep¢ao ja foram
relatados nesses animais aos 5 meses. Quando submetidos ao teste da fita adesiva,
tais camundongos tendem a apresentar um aumento de laténcia para a retirada da
fitas das patas, quando comparados com animais controle (Jankovic, 2000). Além
de dados sobre a perda proprioceptiva nesse modelo, esse resultado reforca a
possibilidade da existéncia de tais déficits antes da manifestacdo dos demais

sintomas, corroborando alguns achados clinicos (Snider et al., 1976).

2.6 Possiveis vias de degeneracao cortical da propriocepcao na DP

Assim como as origens da DP ainda sdo desconhecidas, muitos de seus
sintomas precisam ser mais bem explorados para que suas dimensdes sejam
conhecidas e formas de tratamento mais adequadas possam ser desenvolvidas para
os mesmos. Essa necessidade é ainda mais ampla quando nos referimos a
propriocep¢ao.

A administragdo da L-DOPA tem capacidade de atuar sobre o sistema

proprioceptivo, diminuindo a presenca de parestesias (Nutt & Carter, 1984) e
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facilitando a senso-percep¢do (Rickards & Cody, et al.,1997). O mesmo ja foi
observado em animais quando submetidos a modelos experimentais (Alam et al.,
2004), reforcando as relagdes entre a circuitaria envolvida na DP e na
propriocep¢ao.

Entretanto, experimentos comparativos realizados com pacientes sob efeito
da medicagdo e sem a mesma demonstraram que a utilizacdo do medicamento nao
afetou significativamente o desempenho dos sujeitos em tarefas que exigiam a
propriocep¢ao (Contreras-Vidal & Gold, 2004; De Nunzio, Nardone, &
Schieppati, 2007; Jacobs & Horak, 2006; Schieppati et al., 1994; Vaugoyeau et
al., 2007). Essas aparentes dissonancias relatadas pela literatura mostram que a
circuitaria responsdvel pela redu¢do da propriocepcdo na DP ainda requer
elucidagdes.

E provdvel que o comprometimento no sistema proprioceptivo esteja
ligado de forma indireta a disfuncdo dopaminérgica nos niucleos da base. A
deplecdo de dopamina no estriado modula a atividade dos neur6nios presentes na
estrutura, comprometendo assim o funcionamento de toda a alca motora
(Graybiel, 1998; Middleton & Strick, 2000). Estudos t€ém apontado que alteracdes
em vias cortico-estriatais afetam diretamente a forma como o sistema nervoso
central recebe e interpreta as aferéncias proprioceptivas periféricas (Dettmers et
al., 1995; Jacobs & Horak, 2006).

Considerando-se a propriocep¢ao como a base para o planejamento de uma
adequada resposta motora, fica evidente o envolvimento dos cértices motor e pré-
motor no circuito responsavel pela mesma. As densas projecdoes do cortex
somatosensorial primdrio (S1) para o cértex motor primario (M1) confirmam a
hipétese de que um mecanismo cortical motor tem um papel na modulacdo
proprioceptiva (Jones, Couter, & Hendry, 1978). Achados neuroanatomicos e
eletrofisiol6gicos quanto as aferéncias desses dois cortices para o putamen, regiao
estriatal mais afetada pela deplecdo dopaminérgica nos casos de DP, retomam a
idéia de que comprometimentos nas vias cortico-estritais estdo fortemente
vinculados ao aparecimento de alteracdes na propriocepcdo na patologia (Flaherty
& Graybiel, 1991, 1993; McGeer, Itagaki, Akiyama, & McGeer, 1988; Nyberg,
Nordberg, Wester, & Winblad, 1983).

Foi demonstrado que as projecdes de S1 contribuem para a modulagdo dos
inputs sensoriais recebidos pelo putamen. Tal fendmeno implica em posteriores

alteracodes das vias que chegam ao globo palido, outra estrutura do corpo estriado
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que desempenha um papel crucial na circuitaria dos distirbios motores da DP
(Flaherty & Graybiel, 1991).

Baseando-se em técnicas de neuroimagem, Boecker et al. (1999)
encontraram evidéncias de anormalidade no processamento sensorial em
estruturas corticais e subcorticais em portadores da DP. Uma estimulacdo dos
tenddes dos pacientes provocou uma diminui¢do da ativagdo dos cortices
sensOrio-motor, somatosensorial secundario, e pré-motor lateral, além de
alteragdes no cingulado posterior e niicleos basais contralaterais a estimulacio
periférica. Esse resultado reflete os danos que a DP pode gerar em diversos
circuitos encefélicos, alertando também para a participacdo de diversas regioes
corticais na manutengio da propriocepgao.

Os estudos tém evidenciado que as perdas proprioceptivas na DP sdo fruto
de uma complexa interacdo entre as vias que ligam os ginglios da base, o tdlamo e
regides corticais. Algumas hipdteses tém sido levantadas na tentativa de encontrar
sitios encefdlicos mais especificos, e entre as principais estruturas apontadas estd a
area motora suplementar (AMS) (Jacobs & Horak, 2006; Seiss et al., 2003).

Pertencente ao cértex motor (drea 6), a AMS € uma regido circunscrita ao
lobo frontal que recebe aferéncias de impulsos proprioceptivos e visuais do cortex
parietal posterior (dreas 5 e 7), sendo uma das principais vias para as projecoes do
trato cortico-espinhal descendente (ver Figura 5). Assim, essa regido € tida como
um importante ponto de juncdo entre as nocdes quanto a posi¢cdo do organismo, a
compreensdo do movimento solicitado e a maneira como este serd executado

(Cunnington et al., 2001; Ohara et al., 2000; Toma et al., 1999).
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Figura 5. Area motora suplementar. Conexdes dopaminérgicas entre
a Susbtancia Negra, Estriado e Area Motora Suplementar. Adaptado
de Kringelbach, Jenkinson, Owen & Aziz, 2007.

Através de técnicas de neuroimagem, observou-se aumento na atividade da
AMS frente a estimulacdo proprioceptiva periférica, como estimulacdo dos
tenddes por aparelhos que emitem vibragao (Radovanovic et al., 2002). Também
foi encontrado que a AMS manifesta-se também, quando o sujeito € exposto a
tarefas em que deve guiar-se somente pelas pistas proprioceptivas (Debaere,
Wenderoth, Sunaert, Van Hecke, & Swinnen, 2003).

A AMS € uma regido rica em inervagdes dopaminérgicas (Williams &
Goldman-Rakic, 1993) e sua degeneracdo ocorre nos estagios mais avangados da
doenca (Braak et al.,, 2002). A administracdo de agonistas dopaminérgicos em
portadores de DP contribui para o aumento da atividade da &rea, favorecendo o
desenvolvimento de estratégias para a execuc¢do dos movimentos (Ball et al.,
1999; Halsband, Matsuzaka, & Tanji, 1994; Haslinger et al., 2001; Jenkins et al.,
1992; Rascol et al., 1992). Essas evidéncias apontam para uma importante funcdo
da AMS no processo de degeneracdo do sistema proprioceptivo nos casos de DP
idiopética. Entretanto, mais estudos sdo necessdrios para que a regido possa ser
experimentalmente explorada e as dimensdes de seu impacto na propriocepgao

possam Sser mensuradas.

2.7 Consideracoes finais
Por ndo se configurarem como uma queixa consciente dos pacientes, as
perdas proprioceptivas na DP ndo constituem propriamente um sintoma da doenca

e sim um sinal. A dificuldade acerca da percep¢do dessas deficiéncias prejudica a
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investigacdo clinica sobre essa condi¢do. Sem a nocdo consciente do problema é
provavel que mecanismos compensatorios e o auxilio de outros sistemas, como o
visual, por exemplo, auxiliem os pacientes na execucdo dos movimentos,
encobrindo déficits proprioceptivos mais leves. Tais ocorréncias podem levar os
clinicos a subestimar a presenca, prevaléncia e magnitude dessas alteracdes na
DP. Por este motivo, sdo necessarios mais estudos sobre o tema, a fim de que se
possam tracar dados sobre o curso de tais alteragdes, bem como, estratégias de
intervengdo visando minimizar seu impacto sobre os outros sintomas motores.

Entretanto, os poucos estudos voltados para a propriocep¢do na DP
indicam as dificuldades nessa investigacdo. A implicag¢do de alteracdes no sistema
proprioceptivo em sintomas cldssicos como bradicinesia, acinesia e instabilidade
postural é exatamente o que a torna um mecanismo tao complexo e dificil de ser
explorado experimentalmente. A dificuldade no isolamento dessa fungdo é um
elemento desfavoravel, ja que a simples observacado de alteracdes no output motor
nao é suficiente para a compreensdo de dificuldades na integragdo sensdrio-
motora.

Outra complicacdo pode ser a propria forma como alguns estudos
empiricos sdo conduzidos. Embora fundamentais na constru¢ao de conhecimento
sobre o tema, situacdes geradas em laboratério sdao falhas na reproducdo da
magnitude real da interferéncia que os danos a propriocep¢do possam gerar na
vida dos individuos (O’Suilleabhain, 2004). Quando estimulados a prestar atencao
sobre a posicdo de seus membros em testes experimentais, por exemplo, 0s
sujeitos fornecem dados que certamente diferem da realidade. E provivel que a
real influéncia do sistema proprioceptivo em situagdes rotineiras tais como: sentar
ou adequar a postura corporal, sejam muito mais complexas do que aquelas que
esses sujeitos sdo submetidos em laboratoério.

Os estudos baseados em recursos como neuroimagem e PRE tém facilitado
a compreensdo da propriocepcdo na DP por possibilitarem uma imediata
correlacdo entre a estimulagdo periférica e as dreas encefédlicas envolvidas no
processo. Porém, muito ainda precisa ser investigado até que possa conhecer mais
sobre as formas de interacdo entre os sistemas proprioceptivo e sensério-motor no
planejamento e execu¢do de movimentos na patologia (Bonfim & Barela, 2007).
E provével, também, que outras implicacdes como o surgimento precoce dos

sintomas e as diversas formas de parkinsonismo, oferecam formas distintas de
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manifestacdo desse sintoma, o que pode trazer pistas importantes sobre a
fisiopatologia da propriocepc¢ao na DP idiopética.

Os modelos animais tém auxiliado nesse sentido, fornecendo indicios para
a compreensdo dos mecanismos fisiopatologicos. Manipulagdes no sistema
dopaminérgico, sobretudo nos niicleos da base e os conseqiientes reflexos
comportamentais gerados pela morte neuronal, t€ém evidenciado a complexa rede
de conexdes entre essas estruturas e a manifestacio de determinados
comportamentos. A exploracdo dos modelos animais, no entanto, ¢ ainda mais
complexa que em experimentos com humanos. Os testes de avaliacio
comportamental em animais sdo ainda mais falhos em captar os prejuizos a
propriocep¢ao isoladamente, oferecendo apenas medidas motoras. Porém,
manipulagdes experimentais com animais sdo fontes muito importantes nessa
investigacdo, sobretudo no que tange a exploracdo de estratégias terapéuticas
farmacoldgicas.

Apesar de recente, a preocupacao com a propriocepcao na DP é pertinente
e ainda precisa ser mais bem explorada para que seja possivel contornar as
limitagdes que impde aos pacientes. Exercicios e outras estratégias
fisioterapéuticas podem promover melhorias especificas na propriocepcao,
auxiliando também os pacientes a lidar com os outros sintomas da doenga (Hasse,
Machado & Oliveira, 2008). O teste de novos farmacos no tratamento da DP, em
especial, a recente atencdo dada aos polifendis encontrados em chds, também
podem contribuir para melhoras desse sintoma, devendo ser mais bem
investigados em sua ac@o sobre a propriocepcao.

Em suma, a existéncia de comprometimentos no sistema proprioceptivo de
pacientes com DP tem contribuido para uma maior compreensdo das origens e
limitagcdes da doenca. Em contrapartida, o fendmeno também contribui para
demonstrar que a propriocep¢do tem um alcance ainda mais amplo do que se
supunha. O conhecimento sobre a perda proprioceptiva na DP pode auxiliar na

ampliacdo do entendimento sobre os mecanismos que subjazem essa funcao.
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RESUMO

O efeito da Epicatequina (EC) foi investigado através de infusdo intracerebral no
modelo animal de parkinsonismo da 6-OHDA. Para tanto, 75 ratos Wistar machos
receberam infusdes de 6-OHDA na via nigroestriatal do hemisfério direito e 24h
depois, 1,5uL de EC por uma canula colocada no estriado (0,031mg/mL,
0,1mg/mL, 0,31mg/mL, 1mg/mL ou veiculo). Os animais foram submetidos aos
testes de rotagdes induzidas por metilfenidato (40mg/kg) e apomorfina (1mg/kg),
ao teste da fita adesiva e tiveram a atividade rotacional observada no teste de
motricidade sobre grade. Andlises estatisticas comparando o comportamento dos
animais nos testes realizados ndo apontaram diferengas significativas entre os
grupos. Os cérebros dos animais foram analisados para rastreio da Tirosina
hidroxilase, porém também nao houve diferencas significativas entre os grupos
quanto ao grau de les@o. Os dados mostram que a EC em administraciao
intracerebral e nas concentragdes testadas ndo € efetiva na reversdo da lesdo
nigroestriatal provocada pela 6-OHDA.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson; 6-OHDA; flavonoéides, Epicatequina.
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ABSTRACT

EFFECTS OF EPICATECHIN ON ROTATIONAL BEHAVIOUR AFTER
6-OHDA INFUSIONS IN A PARKINSON’S DISEASE MODEL

The effect of intracerebral infusions of Epicatechin (EC) in 6-OHDA animal
model of Parkinsonism was investigated. Therefore, 75 male Wistar rats received
infusions of 6-OHDA into the right medial forebrain bundle (MFB) in two
portions. After 24 hours, they were infused with 1.5uL of EC (0.031 mg/mL, 0.1
mg/mL, 0.31mg/mL, 1mg/mL and vehicle) through a cannula in the striatum.
Animals were tested for rotational behavior by the administration i.p. of
methylphenidate (40mg/Kg) and apomorfine (1mg/Kg), were submitted to the
sticky tape test and had their rotational activity observed in the footfault test.
Immunohistochemistry for the detection of tyrosine hidroxilase was also made.
Our results showed that there was no significant difference between groups in the
behavioral tests and in the immunocontent of tyrosine hidroxilase. These results
shows that EC in an intracerebral administration and in the tested doses was not
effective on reversal of nigrostriatal lesion caused by 6-OHDA.

Keywords: Parkinson’s Disease; 6-OHDA; Flavonoids, Epicatechin.
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INTRODUCAO

A Doenca de Parkinson (DP) atualmente é a 2* patologia
neurodegenerativa que mais afeta a populagdo idosa, ficando atrds apenas da
Doenca de Alzheimer (Hattori, 2003). Estima-se que a DP atinja 2,5% da
populacdo mundial (Alexi, 2000). Caracteriza-se pela perda de neurOnios
dopaminérgicos na parte compacta da Substancia Negra (SN), gerando sintomas
motores como tremores em repouso, lentiddo, dificuldade para iniciar movimentos
e alteragdes no sistema proprioceptivo (Jacobs & Horak, 2006). Fatores como
estresse oxidativo, excessivo acimulo de ferro na SN e ativacdo microglial em
processos inflamatoérios estdo entre os fendmenos relacionados a morte neuronal

dopaminérgica (Mandel e Youdim, 2004).

Estudos epidemioldgicos demonstrando, a baixa prevaléncia da DP em
populacgdes de paises asidticos tem atraido a atencdo de pesquisadores de diversas
areas sobre as dietas ricas em flavondides, em especial sobre o consumo do cha
verde (Li et al., 1985; Wang, Shi, Wu, He & Zhang, 1991; Checkoway et al,
2002). Extraido das folhas da Camellia sinenses, o cha verde € rico em catequinas,
fitonutrientes que contribuem para o amargor e para a adstringéncia da bebida
(Balentine, Wiseman & Bouwens, 1997). As catequinas compdem cerca de 30 a
45 % das folhas utilizadas para o consumo do chd, tornando-o um dos alimentos
com mais alta concentracdo de flavondides (Wang et al. 1994; Yang & Wang,
1993). Entre as principais catequinas encontradas no chd verde estdo: (-)-
epigalocatequina-3-galato (EGCG), a (-)-epigalocatequina (EGC), (-)-
epicatequina-3-galato (ECG), a (-)-epicatequina (EC) e a (-)-catequina (C)
(Weinreb, Mandel, Amit, & Youdim, 2004).

Estes compostos sdo potentes agentes antioxidantes, superando até mesmo
a acdo de vitaminas C e E (Rice-Evans, Miller, Bolwell, Bramley, & Pridham,
1995; Mandel & Youdim, 2004). Sua estrutura rica em anéis aromaticos e
grupamentos hidroxil sdo os principais responsdveis por sua acdo quelante sobre
metais de transicdo e potente acdo de “varredura” (“scavenger”) das espécies
reativas de oxigénio (ERO) (Weinreb, Mandel, Amit & Youdim, 2004).

Estudos in vivo e in vitro dessas substancias tém revelado seu
envolvimento em uma série de alvos intracelulares. Entre os principais, estd a
elevagdo da expressdo de enzimas antioxidantes endogenas como a catalase e a
superéxido dismutase (Levites, Weinreb, Maor, Youdim & Mandel, 2001), a
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ativacdo da proteina cinase C (Levites, Amit, Mandel, & Youdim, 2003) e da
proteina cinase ativada por mitégenos (Owuor & Kong, 2002), além de atuar na
regulacdo da homeostase do cdlcio e na modulagdo de diversos genes apoptéticos
(Mandel & Youdim, 2004).

Estudos pré-clinicos para o tratamento da DP com extratos de cha verde,
em especial a EGCG, tém demonstrado que essas substancias sdo capazes de
exercer um papel neuroprotetor na patologia (Nie, Jin, Cao, Shen, & Zhao, 2002;
Deleu, Northway, & Hanssens, 2002; Lu, Meng, & Yang, 2003). As catequinas
protegeram células PC12 (Nie et al., 2002) e neur6nios mesencefdlicos (Nobre
Janior et al., 2003) da intoxica¢do por 6-hidroxidopamina (6-OHDA) em modelos
da DP vitro.Estudos apontam também uma a¢do das catequinas como inibidoras
da recaptacdo da dopamina e da acdo da catecol-O-metil-transferase (Deleu,
Northway, & Hanssens, 2002; Lu, Meng, & Yang, 2003). Em um estudo in vivo,
uma unica dose em administracdo intraperitoneal foi o suficiente para reduzir
significativamente a recaptacdo de 1-metil-4-fenilpiridina (MPP+) pelo
transportador de dopamina, evitando uma maior lesdo em camundongos
lesionados no modelo animal de parkinsonismo da 1-metil-4-fenil-1-2-3-6-
tetraidropiridina, o MPTP (Pan et al., 2003). Protocolos baseados em administra¢io
oral do extrato de 2 a 4 semanas tém sido reportados como capazes de atenuar a
lesdo provocada por MPTP em camundongos (Levites et al. 2001) e 6-OHDA em
ratos (Shachar, Kahana, Kampel, Warshawsky & Youdim, 2004). Tais achados
sugerem beneficios no uso dessas substincias tanto como tratamento agudo
quanto de longo prazo na DP.

Ja foram identificados os principais metabdlitos das catequinas que
atingem o encéfalo, quando consumidas oralmente, denotando a capacidade
dessas substancias de ultrapassar a barreira hematoecefélica (Abd El Mohsen et
al., 2006). Entretanto, ao ser metabolizada, a droga perde muitas de suas
caracteristicas e, por apresentar baixos niveis de absorcdo pelo sistema
gastrointestinal - apenas 35% das catequinas consumidas sdo absorvidas pelo
organismo -, sdo necessdrias doses em concentracdes elevadas para que
expressem seus efeitos benéficos (Donavan et al., 2001, Weinreb et al., 2004). A
necessidade de alto consumo para a obtencdo dos beneficios pode gerar

complicacOes como a hepatotoxicidade, além de possiveis efeitos toxicos sobre as
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catecolaminas periféricas (Mandel e Youdim, 2004). Administra¢oes
intraperitoneais ou intravenosas da droga também incorrem em lesdes no figado
quando em altas dosagens ou em administragdo por periodos longos (Weinreb,
2004; Abd El Mohsen et al. 2006; Mandel & Youdim, 2004). Recentemente,
estudos reportaram que concentragdes elevadas da EGCG e da ECG podem
exercer efeitos pré-oxidantes e provocar danos ao DNA das células (Elbling et.
al., 2005, Abib et al. 2008). Protocolos in vitro com a ECGC em concentra¢ao
elevada (>50 uM) identificaram um aumento da expressdao dos genes apoptéticos
bax, bad, gadd45, e um decréscimo na expressdo dos genes anti-apoptéticos
bcl/xL, bel-2 e bel-w (Levites Amit, Youdim, & Mandel, 2002).

Por ser o maior componente do chd, a ECGC tem sido o principal alvo de
estudos entre as catequinas. Esse componente também € o que possui a maior acao
antioxidante, sendo o mais efetivo experimentalmente no combate a
neurodegeneracdo. Em contrapartida, em altas concentragdes, a EGCG parece ser
0 componente mais toxico dentre essas substancias, o que conduz o interesse para
a exploracdo dos outros componentes do chd, como a (-) - epicatequina (EC)
(Weinreb, 2004).

Dentre as catequinas da bebida, a EC é a que demonstra menor habilidade
antioxidante, entretanto, ¢ também a menos téxica quando administrada em
maiores concentracdes. Experimentos apontaram sua habilidade na reversdo de
danos gerados por isquemia cerebral e patologias cardiovasculares (Hirata et al.,
2004; Schroeter, 2005). Esses efeitos sao atribuidos a sua capacidade
vasodilatadora que ocorre por intermédio do aumento dos niveis de 6xido nitrico
(NO) no organismo (Schroeter, 2005). A droga também ja teve sua eficicia como
neuroprotetor relatada em modelos de toxicidade neuronal in vitro. A exposicao
de células estriatais de camundongos a EC antes de sua oxidag¢do por exposi¢ao a
lipidios oxidados, na forma de lipoproteinas de baixa densidade, demonstrou a
capacidade do flavondide em atenuar a morte neuronal, retardando
significativamente a destruicdo do DNA dessas células (Schroeter, Williams,
Matin, Iversen, & Rice-Evans, 2000). Em células PC12, esta catequina foi capaz
de promover uma taxa de sobrevivéncia de cerca de 80 % em um protocolo de
exposicao celular a 6-OHDA (Nie et al., 2002). Entretanto, ainda faltam estudos
sobre o efeito da EC em modelos de parkinsonismo in vivo, sobretudo no modelo

da 6-OHDA. A investigacdo dos efeitos dessa catequina nesse modelo animal é
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importante para que a acdo da EC possa ser melhor observada através dos testes
comportamentais.

O presente estudo apresenta, pela primeira vez, os efeitos da administracao
intracerebral da (-)-epicatequina em animais lesionados em modelo animal de
parkinsonismo da 6-OHDA. Além da observacdo das rotacdes induzidas por
apomorfina e metilfenidato, testes padrdo para esse modelo animal, este estudo
explorou os efeitos da droga sobre prejuizos na propriocepcao evidenciados pela
negligéncia sensorial das patas dianteiras no teste da fita adesiva (Castafieda et al.,
2005). O efeito da EC também foi verificado sobre o teste de motricidade sobre
grade (TMG). Recentemente nosso grupo mostrou que animais lesionados com 6-
OHDA tendem a apresentar rotagdes ipsilaterais a lesdo de forma espontinea
quando colocados sobre a grade (Silvestrin, de Oliveira, Batassini, Oliveira, &
Souza, 2009). A capacidade do TMG enquanto ferramenta para este modelo

animal também foi replicado no presente estudo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Sujeitos

Ratos Wistar machos (N=75) com idades entre 110 e 150 dias e peso entre
250 e 400g foram alojados em grupos de cinco com acesso a dgua e comida ad
libitum. Os ratos foram cedidos pelo biotério do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, onde foram mantidos em um
ambiente com temperatura controlada de 22°C e alternancia de 12 horas em ciclos

claro-escuro.

Uma acentuada perda de peso foi observada em todos os animais apds o
procedimento cirdrgico, descrito abaixo. Para facilitar sua recuperacdo, a partir do
15° dia apds a cirurgia, os animais receberam 5 mL de soro glicosado (Baxter,
glicose 5%) e, por mais 3 dias, em administragdo subcutdnea. Também devido a
perda de peso, os ratos receberam parte da racdo macerada para facilitar

alimentacao.

4.1.1 Procedimentos cirargicos

A lesdo foi feita através de cirurgia estereotdxica com animais anestesiados
com Tiopental (40 mg/kg) e receberam duas infusdes de 6-OHDA (Sigma, Brasil,
16,51g) ou veiculo (solucdo salina adicionada a 0,2 % de 4cido ascoérbico) em
diferentes porcdes do feixe prosencefdlico medial do hemisfério direito (Simola,
Morelli & Carta, 2007). As infusdes foram realizadas usando bomba de infusao
(Insight, Brasil) acoplada a uma microseringa de 10uL (Hamilton, 701N), a uma
velocidade de 0,5 pL/min, nas seguintes coordenadas (em mm) em relagdo ao
bregma: (1) AP: -4,4, LL: -1,8, DV: -8,8 (2,5 ul) e (2) AP: —4,0, LL: 1,6, DV: —
9,0 (3,0 ul). Apds a infusdao de 6-OHDA, os animais receberam o implante de uma
canula de 0,9 cm (22 gauge) no corpo estriado nas seguintes coordenadas: AP=
+0,06, LL=-0,29, DV=-0,40 mm. A canula foi fixada no crianio com o auxilio de
acrilico autopolimerizante e de um parafuso de aco (Icm), e fechada com um
mandril imediatamente apds sua implantacao.

Tanto nas infusdes quanto na implanta¢do da canula, a coordenada dorso-
ventral foi aprofundada em 0,2 mm para animais com peso acima de 350g. Apds o
procedimento cirdrgico, os ratos receberam cuidados pds-operatorios até que

estivessem aptos ao retorno as suas gaiolas.
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4.2 Tratamento com EC

A administracdo intracerebral da (-)-epicatequina (Sigma, Brasil) foi feita
24 horas ap0s a infusdo da 6-OHDA através da canula implantada no estriado. Os
animais foram randomicamente alocados em quatro grupos cada um recebendo
1,5 uL de EC, a uma velocidade de 0,75uL/min, em uma das quatro diferentes
concentracoes: ECI1 (0,031mg/mL; n=12), EC2 (0,Img/mL; n=17), EC3
(0,31mg/mL; n=13) e EC4 (Img/mL; n=10). Um grupo adicional de animais
constituiu o grupo controle, recebendo solug¢do veiculo (salina; n=23) no mesmo

volume e sob as mesmas condi¢des que o grupo experimental.

4.3 Avaliacao comportamental

A avaliacdo comportamental dos animais foi feita no ciclo claro, em locais
especificos para a observacdo comportamental de animais oferecidas pelo
Departamento de Bioquimica da UFRGS. Antes dos testes comportamentais os

animais permaneceram por 20 minutos no local da testagem para habituacao.

4.3.1. Teste de motricidade sobre grade

O aparato consiste em uma grade retangular de 80 cm x 60 cm, com
aberturas de 3 cm x 3 cm e elevada a 76 cm do chdo (ver figura 1). Apds 14 dias
da infusdo da 6-OHDA, os ratos foram colocados sobre a grade e tiveram as
rotacdes induzidas pela exposicdo ao contexto observadas e contadas por 3
minutos conforme sugere a literatura (Silvestrin, de Oliveira, Batassini, Oliveira,
& Souza, 2009). Vale salientar que nenhuma droga foi administrada nesse dia,
para certificar a auséncia de inducdo farmacoldgica das rota¢des dos animais

sobre o aparato.

Figural. Aparato onde € realizado o teste de motricidade sobre grade.
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4.3.2 Rotacoes induzidas por apomorfina e metilfenidato

Quinze dias depois da cirurgia, os animais receberam 40 mg/kg de
metilfenidato i.p. (Ritalina®, Novartis, Brasil) e, imediatamente apds a injecao,
foram colocados em um campo aberto onde as rotacdes (ipsilaterais a lesdo) foram
contadas por 30 minutos.

Também foram realizadas rota¢des induzidas pela apomorfina. Para este
experimento, os ratos receberam 1mL/kg de apomorfina (Sigma, Img/mL) e, apds
um periodo de 15 minutos para o inicio do efeito do farmaco, foram colocados em
campo aberto e tiveram suas rotagdes contralaterais a lesdo contadas durante 10
minutos.

A fim de evitar possiveis efeitos de priming relacionado aos receptores
dopaminérgicos (Morelli, Fenu, Garau & Di Chiara, 1989), os animais foram

induzidos pela apomorfina dez dias apds o teste com metilfenidato.

4.3.3 Teste da fita adesiva

Com o objetivo de verificar alteracdes proprioceptivas através da
observacgdo da negligéncia sensdrio-motora das patas dianteiras, os animais foram
submetidos ao teste da fita adesiva 22 dias ap0ds a cirurgia. Em uma versdo sem
sessOes prévias de treinamento, os animais foram colocados para exploracdo em
um campo aberto com fitas adesivas (3 cm x 0,5 cm) presas na superficie ulnar de
suas patas dianteiras. Os ratos foram observados durante 2 minutos e tiveram o
tempo para notar e efetivamente retirar as fitas contabilizadas separadamente para
as duas patas, conforme sugere a literatura (Castafieda et al., 2005). O ato de
‘notar’ a fita foi considerado como sendo os primeiros movimentos direcionados a
retirada da mesma, tais como toca-las ou mordé-las. A retirada foi contabilizada

no momento em que a fita fosse desprendida da pata.
4.3.4. Analise imunoistoquimica da tirosina hidroxilase

As andlises imunoistoquimicas para o rastreio da expressdo de tirosina
hidroxilase (TH) foram realizadas a partir da selecdo amostral de 3 animais por
grupo. Como critério de selecdo foi utilizado o ndmero de rotagdes dos animais no
teste das rotagdes induzidas por metilfenidato, sendo selecionados os animais com
0 maior e o menor numero de rotagdes por grupo. Uma escolha aleatéria
selecionou o terceiro animal para o procedimento. Todos os ratos foram

anestesiados com cetamina e xilasina e transcardiacamente perfundidos com uma
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solucdo de 0,9% de NaCl (150 mL) seguida pela infusdo de uma solugdo de
paraformaldeido 4% (150 mL). Apés a perfusdo, os cérebros foram removidos e
permaneceram imersos nessa ultima solu¢do por mais 24 horas para fixagao dos
tecidos. Ao final do processo, foram submersos em solu¢cdo de sacarose 30% e
congelados para armazenamento. Fatias de 45 um do mesencéfalo foram obtidas

usando-se criostato (-20 °C, Leica Microsystems GmbH).

Para a incubacdo com os anticorpos, 3 fatias de mesencéfalo por animal
foram selecionadas. As fatias sofreram 5 lavagens com uma solugdo tampao de
fosfato (PBS, do inglés “phosphate buffered saline”) em temperatura ambiente e
posteriormente incubadas com anticorpo primdrio anti-TH (rabbit, AB152,
Chemicon/Millipore, USA, 1:800) em temperatura ambiente por cerca de 18
horas. Apés 5 lavagens com PBS, o anticorpo secundario (AlexaFluor 568
A11036, Molecular Probes, USA, 1:400) foi incubado por 60 minutos também em
temperatura ambiente. Ambos os anticorpos foram diluidos em PBS duplamente
filtrado. Uma lavagem final foi realizada antes que as fatias fossem montadas nas
laminas onde foram embebidas em Fluorsave (Calbiochem, USA) uma solucio

para preservacao do material e da qualidade de luminescéncia.

Com o auxilio de microscopia fluorescente, imagens da SN foram
observadas e fotografadas. Para a contabiliza¢do do grau de lesdo nessa regiao, foi
utilizado o programa Scion Image for Windows. A darea correspondente a
quantidade de neur6nios nigrais TH-positivos nas fatias foi identificada e uma
comparacdo entre os dois hemisférios determinou a quantidade da perda neuronal.
A quantidade de células TH-positivas presentes no lado contralateral a infusio de
6-OHDA foi considerada 100% e comparada com a quantidade presente no
hemisfério lesionado. A percentagem correspondente ao lado que recebeu a
infusdo de 6-OHDA foi estabelecida como grau de les@o neuronal provocado pela

toxina.

4.3.5. Analise estatistica

As medidas comportamentais obtidas através dos testes de rotacdes
induzidas por farmacos e TMG foram analisadas através do programa SPSS 13-0
para Windows. Os dados sobre rotacdes induzidas com ambas as drogas e no teste
de motricidade sobre grade ndo tiveram a mesma variancia (teste de Levene, p <

0,05), sendo comparados através da andlise de variancia de Kruskal-Wallis.
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No teste da fita adesiva, as laténcias para notar e retirar a fita em ambos os
lados foram transformadas em logaritmos naturais, sendo subtraidos os valores
entre os lados direito e esquerdo de cada rato. Esses valores foram comparados
entre os grupos através do teste do sinal para se verificar se havia alguma
preferéncia de lateralidade. Uma ANOVA de uma via comparou as diferencas

entre as médias dos grupos quanto ao tempo de reacdo a pata quando houve

preferéncia por uma das patas.

Foi feita uma correlagcdo entre o comportamento dos animais no TMG e no

teste de rotacdes induzidas por apomorfina através do teste exato de Fisher.
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5. RESULTADOS

5.1 Teste das rotacoes induzidas por apomorfina e metilfenidato

A Figura 2 mostra as medianas (intervalo interquartil) do nimero de giros
ipsilaterais a lesdo, realizados pelos animais no teste de rotacdes induzidas por
metilfenidato, ndo havendo diferenca entre os grupos nessa varidvel (teste de
Kruskal-Wallis; GL=4, x2=1,799, p=0,773). Uma comparacdo preliminar das
rotagdes induzidas por apomorfina (dados ndo mostrados) também ndo detectou

diferencas significativas entre os grupos (GL=4, %’=6,602, P=0,158).
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0 : : : : ‘

6-OHDA 6-OHDA 6-OHDA 6-OHDA 6-OHDA
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23

NUmero de giros

Figura 2. Medianas (intervalo interquartil) do ndmero de giros
ipsilaterais a lesdo realizados pelos animais no teste de rotagcdes
induzidas por metilfenidato por 30 minutos. Nao houve diferenca
entre os grupos (teste de Kruskal-Wallis; G.L.=4, x2=1,799, p=0,773).

5.2 - Teste de motricidade sobre grade

A Tabela 1 mostra a andlise do comportamento dos animais quanto a
presenca ou ndo de atividade rotacional sobre a grade. A maioria dos animais do
grupo EC2 (58%) nao apresentou rotagdes, quando colocada sobre o aparato. O
grupo EC3 apresentou tendéncia semelhante (61% apresentando rotacdes) quando
comparados com os grupos controle (47%), EC1 (66%) e EC4 (77%). Entretanto,

essas diferencas ndo foram significativas (teste exato de Fisher, p> 0,16).

Também foi realizada uma verificacdo em relagcdo ao nimero de rotacdes
sobre o aparato, onde os grupos nao diferiram significativamente (teste de

Kruskal-Wallis; G.L.=4, ?=5,147; p=0,273)
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Tabela 1

Porcentagem de Animais por Grupo que Apresentou Rotacoes no Teste de

Motricidade sobre Grade

Grupos Apresentaram giros (%) n Total de animais
Controle 47, 82 11 23
ECI 66,66 8 12
EC2 41,17 7 17
EC3 61,53 8 13
EC4 77,77 7 10
Total de 75
animais

Nota. A tabela mostra em porcentagem o nimero de animais por grupo
que apresentou ou nao atividade rotacional quando colocados sobre o
aparato, independentemente da quantidade de giros apresentados.

Conforme sugerido anteriormente pela literatura (Silvestrin et al., 2009) o
comportamento dos animais de apresentar rotacdes sobre a grade estd
correlacionado positivamente com a apresentacdo de rotagdes quando desafiados
com a apomorfina. No presente estudo, ma comparacao entre os dados dos testes
TMG e do testes de rotagdes induzidas por apomorfina também apontou a
existéncia de uma corre¢ao positiva entre os testes através do teste exato de Fischer

(Pearson = 0, 322, p<0,01).

5.3 Teste da fita adesiva

Grande nimero de animais falhou ao retirar as fitas das patas durante o
tempo estipulado (66%), ndo permitindo sua andlise (dados ndo mostrados). A
menor laténcia para o contato da fita em alguma das patas foi considerada como
“preferéncia pela pata”, o que é mostrado na Tabela 2. Houve preferéncia
significativa pela pata direita nos grupos controle, EC2, EC3 e EC4 (teste do sinal,
p<0,05), mas ndo para EC1 (teste do sinal, p=0,23).



Tabela 2

Preferéncia por Pata no Teste da Fita Adesiva

Grupos Preferéncia por pata Significancia Total de
Pata Pata Nenhuma estatistica no teste animais
direita esquerda das patas do sinal
Controle 18 4 1 0,004* 23
ECl1 8 3 1 0,227 12
EC2 13 4 0 0,049% 17
EC3 10 2 1 0,039% 13
EC4 9 1 0 0,021%* 10
Total de 5
animais

Nota. A tabela mostra a preferéncia por pata dos animais no teste da fita
adesiva em nimeros absolutos e a significancia estatistica obtida através
do teste do sinal.*p<0,05.

Considerando-se essa preferéncia pela pata direita entre quase todos os
grupos (exceto EC1), uma ANOVA de uma via comparando as laténcias em
logaritmos naturais para notar a pata direita foi feita. Nao houve diferencas

significativas entre os grupos (F(3, 59) = 1,297, p=0,284; Figura 5).

tempo (s) em logaritmos naturais
N
)

O T T T
6-OHDA + 6-OHDA + 6-OHDA + 6-OHDA + 6-OHDA +
veiculo ECA1 EC2 EC3 EC4

Figura 3. Médias (DP+) de reacdo a pata direita em logaritmos
naturais de todos os grupos.
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5.4 Imunoistoquimica

O grau da lesdo na SN provocado foi calculado comparando-se o
hemisfério que recebeu a infusdo de 6-OHDA com hemisfério controle. A Figura
4 mostra um grafico com as médias do grau de lesdo (%) provocada pela 6-OHDA
na SN de 3 ratos por grupo. Os grupos EC1, EC2 e EC3 mantiveram a média de
lesdo (60-70%) bastante proxima ao do grupo controle, sugerindo que a EC nao
atuou impedindo a morte celular. O grupo EC4 apresentou uma média de lesdo
mais acentuada que os demais, cerca de 80% de perda de neur6nios
dopaminérgicos, embora ndo tenha havido diferencas significativas entre os
grupos (ANOVA de uma via: F(4,10)= 0,153, p=0,957). A Figura 5 mostra

imagens do mesencéfalo de alguns dos animais que passaram pelo procedimento.

140
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20 1

médias do grau de lesdo na SN por grupo

6-OHDA + VEIC 6-OHDA + EC1 6-OHDA + EC2 6-OHDA +EC3 6-OHDA + EC4

Figura 4. Médias do grau de lesdo (em porcentagem) provocada
pela 6-OHDA na SN de 3 ratos por grupo.

P

6.0HDA + EC3 . - % GOHDA+ECH

Figura 5. Fatias de mesencéfalo com expressdo de células TH-
positivas (45um). As flechas indicam a lesd@o na via nigroestriatal.
Graus de lesdo: 6-OHDA+Vei.= 85,33%; 6-OHDA+ECI1= 85,63%; 6-
OHDA+EC2= 77,7%; 6-OHDA+EC3= 73,45 %; 6-OHDA+EC4= 88,56%.



6. DISCUSSAO

A utilizacdo da (-)-epicatequina in vivo no modelo animal de
parkinsonismo da 6-OHDA foi o procedimento usado no presente artigo sendo
este um estudo inédito sem referéncias similares na literatura. Os resultados
mostram que a droga foi pouco efetiva como neuroprotetor dopaminérgico, nao
produzindo alteragdes comportamentais significativas em relagdo aos animais do
grupo controle em nenhum dos testes realizados. As médias semelhantes do grau
de lesdao na SN detectados através do rastreio das células TH-positivas reforca a
idéia de que a EC ndo atuou como neuroprotetor capaz de impedir ou reverter a
acao neurotoxica da 6-OHDA.

Silvestrin e colaboradores (2009) mostraram a existéncia de atividade
rotacional ipsilateral a lesdo em animais submetidos ao TMG. Neste trabalho
também observamos a existéncia de referida atividade rotacional. No estudo
anterior, os pesquisadores encontraram uma correlacdo positiva entre a presenca
de rotacdes no TMG e no teste de rotagdes induzidas por apomorfina, um teste
amplamente utilizado no modelo animal da 6-OHDA. No presente estudo, a
mesma correlacdo positiva foi encontrada. A significincia estatistica da correlacio
entre estes dois testes reforca a utilizacdo da presenca de rotagdes no TMG como
uma ferramenta de deteccdo de lesdo nigroestriatal no modelo animal da 6-
OHDA. A indugao de rotagdes por farmacos € um recurso limitado em termos de
observagcdo comportamental. O uso de um teste como o TMG, capaz de detectar
lesdes sem a inducdo por drogas, oferece novas oportunidades para a observacao
de alteracdes comportamentais. Mais estudos precisam ser realizados para a
identificacdo dessas alteracdes, bem como os processos bioquimicos envolvidos

no processo.

Embora os resultados nido tenham sido estatisticamente significativos,
observamos um acentuado grau de perda neuronal no grupo EC4 (Img/mL),
entorno de 80%. Um estudo preliminar com animais ndo lesionados pela 6-OHDA
e tratados com essa dose no estriado apontou, através do rastreio da tirosina
hidroxilase, uma perda neuronal dopaminérgica de 37% na SN dos ratos (dados
ndo mostrados). A toxicidade provocada pela administracdo de antioxidantes
quando em elevadas concentragdes ja foi demonstrada em diversos experimentos,
principalmente entre os flavondides (Elbling et al., 2005; Levites et al., 2002;
Weinreb et al.,2004; Abd El Mohsen et al., 2006). Estudos com as catequinas
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ECGC e ECG também ja reportaram que, em doses elevadas, esses compostos
geram danos as células por uma série de mecanismos, como 0 aumento ha
expressdo de genes apoptdticos e destrui¢do das fitas de DNA (Mandel e Youdim,
2004; Abib et al., 2008). E possivel que estes mecanismos estejam relacionados,
ao menos, em parte, a acentuada morte neuronal observada no grupo EC4 e pela
perda neuronal observada nos animais que apenas receberam essa dose da

catequina.

A atuacdo ineficaz da EC neste estudo também ficou evidente através dos
resultados do teste da fita adesiva. As andlises demonstraram uma preferéncia
significativa dos animais dos grupos controle, EC2, EC3 e EC4 pela pata direita,
ipsilateral a lesdo. Tal resultado aponta para a efetividade da lesdo provocada pela
6-OHDA, indicando que a mesma foi capaz de debilitar a senso-motricidade da
pata contralateral do animal, levando-o a perceber a pata ipsilateral em uma
laténcia menor. Essa preferéncia pela pata ipsilateral em animais hemi-lesionados
pela 6-OHDA ja havia sido demonstrada em outros estudos, indicando que o
comprometimento da via nigroestriatal é capaz de afetar al¢as cortico-estriatais
necessarias para um bom funcionamento das fungdes sensorio-motoras (Castafieda
et al., 2005; Park, Lee, Bang, Lee, & Ahn, 2008).

A integracdo sensério-motora depende de uma adequada manuteng¢do do
sistema proprioceptivo. Estudos com portadores da DP tém demonstrado que
prejuizos na propriocep¢do € um importante sintoma da doenga, contribuindo para
o agravamento de outros sintomas motores (Vaugoyeau, Viel, Assaiante,
Amblard, & Azulay, 2007; Contreras-Vidal & Gold, 2004; Jacobs & Horak
,2006). Dessa forma, o estudo de tratamentos que possam reverter tais déficits €
fundamental para propiciar um aumento da qualidade de vida dos pacientes com
DP. Neste estudo, as andlises da preferéncia por pata denunciaram a baixa
efetividade da EC enquanto tratamento para a recuperacdo dos déficits
proprioceptivos gerados pela 6-OHDA nos grupos EC2, EC3 e EC4.

O grupo EC1, que recebeu a dose menos concentrada do experimento
(0,031mg/mL), ndo apresentou uma preferéncia significativa pela pata direita.
Esse resultado sugere que a EC nessa concentragao foi efetiva para a reversao dos
danos proprioceptivos nesses animais. Entretanto, o comportamento dos animais
desse grupo nos demais experimentos ndo reforca a idéia de uma recuperacao

propiciada pelo tratamento. E possivel que a ndo-preferéncia por pata neste caso,
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seja resultado de mecanismos compensatérios do sistema sensdrio-motor.
Conforme apontado em estudos com testes de avaliagdo da negligéncia sensorial,
lesdes extensas, com elevada deplecio dopaminérgica estriatal, podem afetar a
sensomotricidade em ambas as patas, eliminando a preferéncia pela pata
ipsilateral a les@o. Acredita-se que mecanismos de compensacdo decorrentes da
assimetria dopaminérgica estejam relacionados a este fenomeno (Wishaw, Pellis e
Gorny, 1992). A ndo existéncia de diferencas entre as laténcias para a preferéncia
pela pata direita em nenhum dos grupos reforca a hipdtese de uma agdo pouco

efetiva da EC na melhora da sensomotricidade.

A EC tem sido apontada como um potente antioxidante em outros modelos
de inducdo de morte neuronal (Schroeter, 2000), além de ser ttil na restauragao de
danos cardiovasculares e ter uma agdo preventiva sobre isquemias (Hirata et. al,
2004; Schroeter, 2006). Embora ja tenha sido reportado que esta catequina in vitro
possa ser capaz de promover uma taxa de sobrevivéncia de cerca de 80 % em
células PC12 expostas a 6-OHDA (Nie et. al, 2002) os efeitos da EC in vivo ndo
apontaram as mesmas caracteristicas. O presente estudo demonstrou que a EC, ao
menos nas concentracoes testadas, nao foi efetiva como tratamento para a lesdo
nigroestriatal provocada pela 6-OHDA em ratos.

Havia sido demonstrado que uma dose tinica de EGCG em administragao
1.p. foi capaz de minimizar significativamente os efeitos da intoxica¢ao por MPTP
em camundongos, sugerindo que o efeito agudo positivo das catequinas no
combate ao estresse oxidativo induzido por toxinas (Pan et al., 2003). A atuacdo
das catequinas sobre a inibi¢do da COMT e da recaptagdo dopaminérgica siao
alguns dos provaveis fendmenos que propiciaram tal efeito (Deleu et al., 2002; Lu
et al., 2003) Esses resultados prévios apdéiam a hipétese de que apenas uma dose
seria capaz de reverter os danos provocados pela 6-OHDA. Entretanto, € possivel
que a escolha por uma unica dose em administragdo intracerebral em nosso
estudo, tenha sido desfavoravel a acdo da EC. Apesar da possivel potencializagiao
dos efeitos da droga in sifu, a administracdo intracerebral, pode ter sido até
mesmo prejudicial ao potencial antioxidante da EC.

Ja foi demonstrado que a EC é capaz gerar um aumento na expressao da
oxido nitrico sintase (NOS), induzindo um aumento de NO e outras espécies
reativas de nitrogénio no organismo (Schroeter, 2005). Se neste estudo a EC

produziu um aumento de NO e houve aumento natural de NO pelo processo
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inflamatério provocado pela lesdo, € possivel que esse fendmeno tenha
comprometido o potencial antioxidante da droga no experimento. A administracao
da EC pés-lesaio com a 6-OHDA visou principalmente, a atuacdo da droga no
retardo da acdo da toxina. E possivel que um protocolo de administracdo
intracerebral da EC anterior a infusdo de 6-OHDA possibilite um desempenho
mais favordvel a neuroprotecdo. Nesse sentido, outros protocolos de
administracdo com diferentes doses e concentragdes, administradas em diferentes
tempos antes e depois da lesdo neuronal, possam produzir resultados positivos.
Esses questionamentos reforcam a necessidade de que mais estudos sejam feitos a
afim de que se possam obter dados mais especificos quantos aos possiveis efeitos

da EC nesse modelo animal.
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CAPITULO 1V

DISCUSSAO GERAL

No capitulo II desta dissertacdo foi apresentada uma revisdo sobre os
déficits proprioceptivos na Doenca de Parkinson (DP), destacando as
contribuicdes dos estudos realizados com humanos e animais. Apesar de recente,
a preocupacdo com esse sintoma na patologia € bastante relevante, considerando-
se que a diminuicdo da acuidade do sistema proprioceptivo pode favorecer e
agravar o aparecimento dos sintomas motores cldssicos do parkinsonismo
(Vaugoyeau, Viel, Assaiante, Amblard, & Azulay, 2007).

No capitulo s@o apresentadas evidéncias da relacdo entre as disfungdes dos
ganglios da base e dreas corticais motoras como a drea motora suplementar e o
aparecimento de tais deficiéncias em portadores da DP (Jacobs & Horak, 2006).
Um maior conhecimento e exploragdao dos fendmenos fisioldgicos que compdem a
perda proprioceptiva nesses pacientes podem auxiliar no desenvolvimento de
estratégias terapéuticas que possam melhorar sua qualidade de vida. Nesse
sentido, a exploracao experimental é fundamental.

Entretanto, os estudos empiricos nessa drea sdo escassos e limitados. O
carater inconsciente das alteragdes proprioceptivas e sua profunda relacio com
outros aspectos da motricidade prejudicam a execucdo de estudos mais especificos
sobre a propriocepcdo. Os estudos realizados buscam avaliar a capacidade dos
sujeitos em reorganizar a postura ou realizar movimentos com membros
superiores e inferiores sem que nenhuma outra fonte de informacao seja utilizada
que ndo as pertencentes ao sistema proprioceptivo. Embora sejam corretos e
relativamente precisos na observagao de déficits nesse sistema, através desse tipo
de investigacdo ¢é dificil compreender exatamente o que se encontra prejudicado
em tais pacientes. Por mais elaborados que possam ser os delineamentos
experimentais, o observado sempre serd uma resposta motora, o que torna o
processo proprioceptivo em si, que se refere a integracdo das informacdes
sensorio-motoras, algo de dificil investigacao.

A mesma dificuldade € encontrada nas pesquisas com modelos animais. O
isolamento das func¢des proprioceptivas € ainda mais complexo em roedores,
limitando as contribuicdes dos estudos nessa drea. Entretanto, conforme

enfatizado no capitulo II, o investimento em estudos com animais que apontem
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para o envolvimento da propriocep¢do na DP pode contribuir muito para o
conhecimento dos processos psicofisiolégicos e bioquimicos que subjazem o
aparecimento desses sintomas.

O texto também chama atencdo para o fato de que esse cariter
inconsciente da propriocep¢do seja um obstdculo na detec¢do de alteracdes nesse
sistema (OSuilleabhain, 2004). E possivel que tais déficits aparecam ja nas fases
iniciais da doenga, mas mecanismos compensatérios impecam o reconhecimento
da perda proprioceptiva pelos pacientes, dificultando aos clinicos a identifica¢do
do sintoma. Conforme proposto no capitulo II, sdo necessdrios mais estudos
voltados para o curso da manifestacdo e prevaléncia da perda proprioceptiva na
DP. Tais dados podem tanto facilitar o diagnéstico precoce da doenca como
auxiliar na busca de estratégias terapéuticas mais adequadas.

Por ser uma patologia ainda sem cura, a DP conta apenas com tratamentos
paliativos, visando a diminuicdo dos sintomas. Além disso, os tratamentos
disponiveis tém limitagdes. Os procedimentos cirirgicos sao invasivos € pouco
utilizados nas fases iniciais na doenca (Koller, Wilkinson, Pahwa, & Miyawaki,
1998; Lang & Widner, 2002). Entre os farmacos, a op¢do pela L-DOPA, um
precursor dopaminérgico, também tem suas desvantagens. Em exposi¢ao
prolongada, a L-DOPA desencadeia e agrava sintomas como a discinesia
(Marsden & Parkes, 1976). Em conjunto, os tratamentos disponiveis t€ém em
comum a dificuldade em atuar no retardo da progressdao da patologia. Por este
motivo, a terapia com os polifendis presentes no cha verde € tdo visada
atualmente. Ela promete ser um eficiente desacelerador da progressao da doenca.

Entretanto, a caracteristica natural dessas substancias, parece ser um dos
principais motivos dos investimentos nessa alternativa terapéutica. Dados da
Organizag¢ao Mundial da Saidde estimam que cerca de 80% da populacdo mundial,
sobretudo nos paises em desenvolvimento, faz uso de plantas e seus derivados
como assisténcia primdria a saide. E nesses paises, cerca da metade dos
medicamentos tém origem em produtos naturais (Organizacion Mundial de la
Salud, 2002). Esses dados mostram o quanto € importante investigar as
propriedades presentes nessas substancias para poder avaliar o seu investimento
para o desenvolvimento de farmacos.

A investigacdo acerca dos beneficios oferecidos pelas catequinas
encontradas no chd verde tem demonstrado sua agdo positiva no tratamento de

doencas coronarianas, arteriosclerose, sindromes metabdlicas, doencas
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neurodegenerativas e diversos tipos de cancer em modelos animais (Mandel &
Youdim, 2004). Esses resultados impulsionam a pesquisa de farmacos baseados
nesses componentes. Os beneficios encontrados pela utilizacdo das catequinas
tanto no combate a determinadas patologias quanto no retardo de processos do
envelhecimento, também tém tornado popular sua utilizacdo nas industrias
alimenticia e cosmética.

Atualmente, a Divisdo de Cancer do Instituto Nacional do Céancer nos
Estados Unidos estd desenvolvendo um composto contendo polifendis do chd
verde para ser usado como terapia preventiva ao cancer. A droga, chamada de
Polyphenol E®, contém cerca de 90% de catequinas purificadas, incluindo a (-)-
epicatequina (EC) e ja estd segunda fase de testes. Entretanto ainda sdo
necessarios estudos sobre os efeitos dessas substancias individualmente e em
longo prazo. Um estudo longitudinal recente com o Polyphenol E® realizado com
caes da raga beagle encontrou resultados bastante preocupantes. A administracio
oral do composto em jejum por 6 meses, desencadeou uma série de danos
fisiolégicos, incluindo mortes, nos grupos de animais que receberam as doses
mais elevadas do estudo (600-1000mg/kg/dia). Amostras de tecidos dos animais
pesquisados demonstraram a presenga de distirbios gastrointestinais, inflamagdes
no figado, rins e pulmdes, além de danos ao baco e medula 6ssea, provocando
alteracdes sanguineas (Kapetanovic et al., 2009). Resultados como os deste estudo
alertam para os perigos do uso indiscriminado dessas substancias e para a
necessidade de mais pesquisas sobre os efeitos in vivo das catequinas.

O capitulo III trouxe um estudo sobre os efeitos da administracdo da EC
em um modelo animal da DP. Dos quatro maiores componentes do cha verde, a
EC € a catequina menos téxica quando em administracdo prolongada e/ou em
altas doses, o que a torna sua exploracdo uma alternativa aos efeitos toxicos
provocados pelas catequinas nessas condi¢des (Weinreb, Mandel, Amit, &
Youdim, 2004).

Os efeitos da EC ainda ndo haviam sido testados experimentalmente no
modelo animal da 6-OHDA. A avaliacdo dos beneficios de um farmaco em
modelos animais propicia uma avaliagdo mais ampla da atuac¢do da droga através
da observacdo comportamental. Nosso estudo buscou verificar a capacidade da
EC em reduzir a expressdo de rotagdes em animais lesionados unilateralmente
com 6-OHDA, tanto quando estimulados com farmacos, quanto de forma

espontanea, através do teste de motricidade sobre grade (TMG).
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Conforme relatado no capitulo II, o modelo de les@o unilateral da 6-OHDA
€ o modelo animal de parkinsonismo mais difundido e mais utilizado. A
observacao das rotacdes ipsi ou contralaterais a lesdao a partir da inje¢ao de
agonistas dopaminérgicos ou drogas dopaminomiméticas sdo indicadores de
lesdes unilaterais acima de 50% na Substincia Negra (SN), j4 bem estabelecidos
pela literatura (Simola, Morelli, & Carta, 2007). Sendo assim, a diminui¢cao desse
comportamento € uma indicacdo de que houve alguma melhora ou retardo na
lesdo nigroestriatal. Em nossos resultados, a exposicdo ao metilfenidato e a
apomorfina, ndo apontou redugdo significativa das rotacdes nos animais tratados
com EC em nenhuma das quatro doses testadas. Houve uma relativa diminuicao
das rotagdes induzidas por metilfenidato nos grupos tratados com as doses
intermedidrias EC2 (0,1mg/mL) e EC3 (0,31mg/mL), entretanto, a auséncia de
significincia estatistica com relacdo as diferencas entre os grupos, demonstra que
a droga nao foi suficiente para alterar essa expressdo comportamental.

O mesmo ocorreu no TMG, os animais dos grupos tratados com as doses
EC2 e EC3 tiveram menor expressio de atividade rotacional nesse teste,
indicando a possibilidade de uma atuacdo da EC na supressdo do comportamento,
no entanto, a diferenca entre a expressao de rotacdes no TMG entre os grupos, nao
foi significativa. Devemos considerar que a observacgao da atividade rotacional no
TMG € uma proposta recente para a investigacdao de lesdo nesse modelo animal e
0s motivos que levam os animais a apresentar rotacdes quando sobre a grade,
ainda estdo sendo investigados. Um maior conhecimento sobre os mecanismos
responsaveis por essas rotacdes espontaneas no TMG facilitaria uma compreensao
mais objetiva quanto aos processos desencadeados pela EC e observados nos
animais expostos ao teste neste estudo. Mais estudos precisam ser realizados para
que possamos ter uma nocdo mais clara sobre as bases fisiologicas do
comportamento rotacional de ratos lesionados pela 6-OHDA nesse aparato.

Também buscamos verificar os efeitos da droga sobre a sensomotricidade
dos animais através do teste da fita adesiva. Nosso objetivo foi explorar a
capacidade da EC em atuar revertendo déficits proprioceptivos evidenciados pela
negligéncia sensorial das patas dianteiras nesse teste (Castaieda et. al., 2005). No
capitulo II, sobre as perdas proprioceptivas na DP, foram descritos alguns estudos
em que animais lesionados unilateralmente com a 6-OHDA apresentavam déficits
na sensomotricidade da pata contralateral a lesdo, o que os leva utilizar mais a

pata ipsilateral. A lesdo nigroestriatal compromete circuitos encefélicos
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importantes para a motricidade e estudos recentes t€ém revelado que essa
circuitaria estd bastante envolvida na propriocep¢ao (Graybiel, 1998; Middleton &
Strick, 2000; Dettmers et al., 1995; Jacobs & Horak, 2006). O ato de perceber o
incomodo gerado pela fita presa em uma pata em um tempo de reacio menor que
na outra e direcionar-se a retird-la, denota que os estimulos enviados pelos
receptores da pele e articulacdes desta pata do animal foram mais rapidamente
interpretados pelos circuitos encefdlicos responsdveis pela decodificacdo desses
estimulos. Nesse sentido, a preferéncia por uma das patas, denota a possivel
degeneracdo da circuitaria proprioceptiva da pata negligenciada.

Nossos resultados demonstram que houve uma preferéncia pela para
direita em todos os grupos, com exce¢ao do grupo EC1. Essa preferéncia pela pata
direita sugere que a EC ndo foi capaz de atuar na reversdo dos danos provocados
pela deplecdo dopaminérgica na circuitaria cortico-estriatal da propriocepgao.
Conforme ja proposto no capitulo III, é provavel que a auséncia de uma
preferéncia significativa pela pata direita no grupo EC1 aponte para mecanismos
compensatdrios por comprometimentos na sensomotricidade de ambas as patas
que para melhoras na propriocep¢dao provocadas pela EC (Wishaw, Pellis e
Gorny, 1992).

Apesar da literatura ja ter relatado a capacidade da EC em combater o
estresse oxidativo provocado pela 6-OHDA em modelos in vitro, nosso estudo
ndo apontou resultados significativamente positivos para seu uso in vivo. A 6-
OHDA ¢ uma toxina de facil acesso e manuseio, que tem a preferéncia frente ao
uso dos outros modelos animais disponiveis quanto a avaliacdo de tratamentos
farmacoldgicos, sobretudo quando infundida unilateralmente (Simola, Morelli, &
Carta, 2007; Dauer & Przedborski, 2002; Deumens, Blokland, & Prickaerts,
2002). Entretanto, o modelo reserva suas limitacdes. Conforme ja citado, a
observagao de comprometimento neuronal sé é observada comportamentalmente
nesse modelo com lesdes acima de 50%, e geralmente a infusdo da droga provoca
lesoes extensas entorno de 90% na SN (Deumens et al., 2002). Em outros modelos
animais de parkinsonismo, alguns destes citados no capitulo II, déficits podem ser
observados sem que seja necessdria uma extensa perda neuronal (Meredith,
Sonsalla, & Chesselet, 2008). No experimento demonstrado no capitulo III, ouve
uma perda média de 70 a 80% dos neurdnios dopaminérgicos nigrais entre 0S
grupos. O alto grau de morte neuronal indica a poténcia da a¢do neurotdxica da

droga, que também pode ter sido um ponto desfavoravel a acdo da EC no
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experimento. Ha a possibilidade de que em outro modelo animal, as doses testadas
de EC tivessem um melhor desempenho no retardo da lesdo. No entanto, o
modelo animal de parkinsonismo da 6-OHDA pode ser considerado o “padrio
ouro” para testes farmacoldgicos e sua utilizacdo para a investigacdo de novos
tratamentos € fundamental.

Além dessas implicacdes, € possivel também que a forma de administracao
e o protocolo de exposi¢ao a EC tenham dificultado sua acdo antioxidante, ao
invés de potencializa-la conforme nossa inten¢do inicial. Os diferentes resultados
encontrados na literatura sobre a acao antioxidante ou pro-oxidante das catequinas
apontam a quantidade de droga administrada como um fator determinante, mas
também sugerem que esses efeitos dependam do microambiente no qual estas sdo
utilizadas (Nie, Jin, Cao, Shen, & Zhao, 2002). Nosso estudo demonstrou que a
EC administrada intracerebralmente no estriado ndo foi efetiva no combate a lesao
desencadeada pela 6-OHDA no feixe prosencefdlico medial. Entretanto, outros
estudos realizados com extratos do cha verde que contém a EC apontam para uma
eficaz redugdo da intoxicagdo provocada pela toxina quando administrados
intraperitonealmente (Shachar, Kahana, Kampel, Warshawsky, & Youdim,
2004).

Outro ponto a ser considerado é a escolha pela administracdo de EC
posterior a infusdo da 6-OHDA. A toxina age através da sua recaptacdo pelos
neurdnios dopaminérgicos e posterior inducdo de estresse oxidativo,
desencadeando um processo que leva cerca de 14 dias para atingir o nivel de
comprometimento neuronal necessdrio para a observacdo comportamental.
(Simola, Morelli, & Carta, 2007). A op¢ao por administrar o tratamento com a EC
ap6s 24h da lesdo tinha como objetivo interromper o processo € assim, retardar a
lesdo. Nossos resultados apontaram que a EC, ao menos nas doses testadas, ndo
foi eficiente nesse processo. E possivel que infusdes de EC anteriores 2 infusio de
6-OHDA, tivessem favorecido seu potencial como neuroprotetor, conforme
apontam outros protocolos na literatura (Nie, Jin, Cao, Shen, & Zhao, 2002).

A literatura também tem sugerido que o melhor efeito das catequinas
como recurso terapéutico em quaisquer patologias € sua utilizagdo conjunta
(Kapetanovic et al., 2009). Alguns estudos ja4 apontaram a possibilidade de uma
interacao sinérgica entre as catequinas EGCG e EC, potencializando sua a¢do no
combate a proliferacdo de células cancerigenas (Suganuma et al., 1999; Morre et

al., 2003). E possivel que no consumo didrio de alimentos como o chd verde,
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essas drogas interajam sinergicamente no organismo, potencializando seus
beneficios e minimizando seus possiveis efeitos danosos. Ainda assim, a
investigacdo dos efeitos de cada catequina ainda € necessdria para seja possivel
compreender os mecanismos dessa interacdo no organismo a fim de que possam

ser desenvolvidas estratégias terapéuticas mais eficazes.
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CAPITULO V

CONSIDERACOES FINAIS

O programa de Pds-Graduagao em Psicologia da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS) iniciou suas atividades em 1988. O recente
reconhecimento e recomendacdo do programa pela Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) que atribui ao curso o
nivel maximo de sua avaliacdo mostram o quanto o programa € coeso € 0 quanto
foi construido ao longo de todos esses anos de dedicacdo a Psicologia como
Ciéncia.

Através da experimentacdo animal, a dissertacio aqui apresentada
inaugura uma nova fase no programa. Nesses 21 anos de existéncia, ainda nao
havia sido desenvolvida uma dissertacio ou tese diretamente vinculada ao
programa usando animais como sujeitos de pesquisa. Essa dissertacdo entdo,
marca o inicio de muitos outros projetos nesses termos, que irdo compor a
producdo cientifica dessa instituicao.

A institui¢do se encontra em fases iniciais de estabelecimento desse tipo de
experimentacdo, e evidentemente, ainda apresenta limitacdes quanto as
instalacdes. O presente projeto, vinculado ao Laboratério de Psicologia
Experimental, Neurociéncia e Comportamento (LPNeC), exigiu aparatos e outros
recursos ndo disponiveis ao longo de sua execugdo. Essas limitagdes foram
responsaveis pela condugdo do projeto no Departamento de Bioquimica da mesma
Universidade, junto ao PPG em Neurociéncias. Essa parceria, além de facilitar o
desenvolvimento do estudo, possibilitou trocas de conhecimento fundamentais
para a compreensao dos dados aqui apresentados.

As parcerias propiciadas pela Ciéncia promovem trocas de conhecimento
entre profissionais de diferentes dreas ampliando as fronteiras do conhecimento.
Cada vez mais as modalidades de experimentacdo cientifica deixam de pertencer a
determinadas dreas, passando a contar com o olhar de outras ci€ncias. Por este
motivo, é muito enriquecedor que a o Programa de Pds-Graduagdo em Psicologia
possa desenvolver estudos proprios com a experimentagdo animal sem jamais
deixar de contar com parcerias de outros institutos.

O presente estudo testou pela primeira vez a administracdo de uma
substancia, a (-) — epicatequina (EC), no modelo animal da 6-hidroxidopamina (6-

OHDA). Também, pela primeira vez, foi estada a administracdo intracerebral
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dessa droga. A utilizacdo do teste de motricidade sobre grade como uma
ferramenta de detecc¢do de lesdo nigroestriatal para este modelo animal também é
recente, sendo este um dos trabalhos primeiros trabalhos a testar sua eficicia. A
exploragdo da propriocepgado através da negligéncia sensorial das patas dianteiras
pelo do teste da fita adesiva nesse modelo, também ¢é recente. Todas essas
circunstancias nos levaram a op¢ao pela nao inclusdo de outras varidveis, como a
investigacdo dos efeitos cognitivos da EC sobre este modelo animal. A inclusio
da avaliacdo de aspectos cognitivos mais evidentes certamente forneceria dados
interessantes, enriquecendo o trabalho. No entanto, a inclusdo de mais
experimentos, dependentes de sessdes de treinamento e outras condi¢des de
experimentacdo, poderiam gerar dados mais complexos que desfavorecessem a
interpretacdo dos efeitos da droga sobre os comportamentos motores alvo. Por
estes motivos, a dissertacdo aqui apresentada € baseada em consideragdes voltadas
unicamente para 0 comportamento motor.

O desejo pela avaliacdo de aspectos cognitivos € emocionais norteia a
investigacdo psicoldgica. Entretanto, a Psicologia, como ciéncia do
comportamento, também se presta a compreensdo de todos 0s processos que
compde a expressao comportamental. Nesse sentido, a avaliacio da motricidade
tanto em sua expressao enquanto comportamento quanto suas bases fisioldgicas,
também € objeto de estudo da Psicologia.

O estudo sobre os efeitos da EC no modelo animal de parkinsonismo da
6-OHDA nao forneceu dados positivos aos efeitos da droga, contrariando o que
sugeria a literatura. Esse resultado reforca a necessidade de mais estudos para que
as varidveis envolvidas sejam mais bem exploradas e que possam ter conclusdes
mais amplas sobre o potencial neuroprotetor dessa droga como possivel
tratamento da Doenga de Parkinson.

Embora com resultados negativos, o presente trabalho deu inicio a uma
nova fase nesse programa Pés-Graduacdo, sugerindo que sua execucdo, gerou
resultados positivos em termos muito mais amplos e mais significativos que os
passiveis de deteccdo pelas andlises estatisticas empregadas no estudo. Espera-se
que esses resultados positivos sejam também bastante replicados e ampliados nos

préximos anos dentro dessa instituicao
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