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Resumo:

A Doenca de Parkinson (DP) é uma
doenca neurodegenerativa caracterizada por
bradicinesia, tremor, rigidez muscular e
instabilidade postural. No presente estudo,
investigou-se um modelo progressivo da DP
em ratos. Foi administrada uma injecdo de
0,1mg/kg de reserpina a cada 48h, durante 28
dias, em ratos das linhagens Lewis, SLA16 e
SHR.

Os objetivos foram avaliar os efeitos do
tratamento sobre o comportamento motor e
pressdo arterial sistélica, além de buscar
contribuigBes genéticas para essas alteracoes.
Os resultados mostraram que o tratamento
com reserpina induziu prejuizos motores em
todos os testes, assim como alteracbes de
PAS, nas trés linhagens.

Concluiu-se que este € um bom modelo
para mimetizar aspectos comportamentais da
DP em ratos, com acdo anti-hipertensiva de
baixa magnitude e capaz de demonstrar
progressividade. A diferenga entre as
linhagens sugere também contribuicdo de
genes do cromossomo 4 no aumento da
manifestacdo de movimentos orais.
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Introducdo:

A Doenca de Parkinson (DP) € uma
doenga  neurodegenerativa  caracterizada

principalmente pela perda de neurbnios
dopaminérgicos da substancia nigra parte
compacta (SNpc). A degeneracdo dessas
células produtoras de dopamina causa
deplecdo estriatal do neurotransmissor e o
consequente desenvolvimento de sintomas
motores (bradicinesia, tremor, instabilidade
postural e rigidez muscular). Para investigar os
mecanismos  biolégicos  envolvidos na
patogénese da DP, foram desenvolvidos
modelos  genéticos, farmacoldgicos e
baseados em toxinas. O primeiro modelo a ser
usado para essa finalidade, em roedores, foi a
administracdo aguda de reserpina, com uma
ou duas inje¢Bes de doses altas (1,0mg/kg ou
mais).

Mais recentemente, propbs-se o0
tratamento repetido com baixa dose de
reserpina como um modelo progressivo da DP
em ratos. A reserpina, um bloqueador
irreversivel do transportador vesicular de
monoaminas (VMAT), inibe o armazenamento
neuronal de monoaminas causando deplecao
de serotonina, noradrenalina e dopamina na
fenda sindptica. Na literatura, a administracéo
cronica de baixa dose desta droga (0,1mg/kg)
foi capaz de induzir prejuizos motores,
cognitivos e de emocionalidade, além de
simular caracteristicas neuroquimicas
importantes da DP.

A linhagem de ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) é frequentemente utilizada
na pesquisa no modelo da reserpina.
Trabalhos prévios sugerem que ratos SHR néo
desenvolvem discinesia oral induzida por
tratamento agudo com dose alta da droga,
gquando comparados aos ratos Wistar. Dados
recentes mostram que os ratos SHR parecem
ser resistentes também a administracdo
repetida de baixa dose de reserpina.
Entretanto, as linhagens Lewis (LEW) e
SHR.LEW-Anxrrl6 (SLA16), ainda ndo foram
avaliadas no modelo da reserpina.

A linhagem SLAL16 foi criada em nosso
laboratério e € geneticamente idéntica a
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linhagem SHR, com excecdo de uma regido do
cromossomo 4, que é proveniente da linhagem
LEW. Essa regido cromossbmica contém
muitos genes direta ou indiretamente
relacionados ao desempenho motor, cognitivo
e de emocionalidade dos ratos.

No presente trabalho, objetivou-se
investigar os efeitos do tratamento com baixa
dose de reserpina sobre o comportamento
motor e pressdo arterial sistélica (PAS), além
de avaliar a contribuicdo genética do
cromossomo 4 nessas alteragoes.

Metodologia:
1. Animais e procedimentos gerais:

Utilizou-se 48 ratos machos das linhagens
LEW, SHR e SLA16 com idade entre 6 e 7
meses. Eles foram mantidos em caixas-
moradia em um ambiente com ventilacdo e
temperatura controlada (22 + 2°C), com ciclo
claro/escuro de 12h/12h (luzes acesas as
07:00h) e agua e alimento ad libitum. Os
animais foram divididos aleatoriamente entre
um grupo RES (reserpina) e um VEH (veiculo)
para cada uma das linhagens. Os grupos RES
receberam por via subcutanea a dose de 0,1
mg/kg da droga, a cada 48 horas, durante 28
dias, totalizando 14 injecdes. Para cada grupo
utilizou-se oito animais (n=8). Os grupos
testados sdo 0s mesmos para todos o0s
experimentos.

A andlise estatistica foi realizada por meio
de andlise de variancia (ANOVA) de medidas
repetidas e post hoc de Duncan quando
necessario. Utilizou-se o software Statistica 10
(Statsoft, EUA).

2. Testes comportamentais.

Catalepsia em barra (CAT): consiste em
uma barra de vidro fixada 9 cm acima do chéo
do aparato, na qual o animal é posicionado de
modo a apoiar as duas patas dianteiras sobre
a barra. Mediu-se o tempo em que o rato
permaneceu nessa postura anormal durante
trés exposicoes consecutivas. Para
interromper o crondémetro, o critério utilizado foi
0 primeiro movimento de qualquer uma das
patas dianteiras. O teste de catalepsia foi
realizado a cada 48h durante todo o
tratamento.

Campo aberto (CA): consiste em uma
caixa de madeira quadrada (100 x 100 cm)
coberta com formica, contendo uma arena em
preto fosco cercada por paredes brancas, de
40 cm de altura. Cada animal foi posicionado
no centro do CA e testado durante 5 minutos.
A ambulacéo total foi posteriormente analisada

pelo software de rastreamento ANY-maze
(Stoelting, USA). O teste de campo aberto foi
realizado 48h depois da 32, 72 112 e 142
injecdo, apos o teste de catalepsia.
Movimentos orais (MO): a medida de
movimentos orais foi realizada colocando os
animais em gaiola gradeada (29 x 21 x 24 cm)
onde foram observados durante 10 minutos.
Para andlise, foram registrados o namero de
protrusbes de lingua e o0 namero de
movimentos de mastigacdo que nao sejam
direcionados a nenhum objeto (mastigagdo ao
vacuo). O teste de movimentos orais foi
realizado 48h depois da 3%, 7% 11% e 142
injecéo, logo apos o teste do campo aberto.

3. Afericdo de pressdo arterial sistolica
(PAS)

Em razdo da acdo anti-hipertensiva pré-
estabelecida da reserpina, realizou-se o
acompanhamento do efeito da droga sobre a
PAS dos grupos experimentais. Para as
aferi¢cdes, utilizou-se um medidor ndo-invasivo
de pressdo sanguinea (ML125 NIBP
Controller, ADinstruments Pty Ltd., Australia).
Os animais  foram habituados por
aproximadamente 30 minutos em um ambiente
com temperatura mantida a 30°C. O numero
representativo da PAS foi composto pela
média aritmética de trés medidas registradas
para cada periodo de medi¢do. A afericdo de
todos os animais foi realizada 48h apés a 42,
82 e 122 injecao.

Resultados e Discusséao:

No presente estudo, investigou-se 0s
efeitos da administracdo repetida de reserpina
na dose de 0,1mg/kg sobre as linhagens LEW,
SLA16 e SHR. Os resultados revelaram
prejuizo motor induzido pela reserpina nas trés
linhagens em todos os testes. Além disso, 0s
comportamentos distintos de ratos SLA16, no
teste de movimentos orais, sugerem uma
susceptibilidade para o desenvolvimento de
discinesia oral (DO). Esse resultado sugere
uma influéncia dos genes contidos na regido
diferencial do cromossomo 4 na manifestacdo
da DO.

Para o teste de catalepsia em barra
(Figura 1), a analise estatistica revelou que os
animais tratados com reserpina passaram
mais tempo na barra, do que 0s respectivos
controles, 48h apdés a 52 injecdo e da 72
injecdo até o fim do tratamento. Uma diferenca
da linhagem SHR para a linhagem LEW (48h
apés a 92 injecdo) ou para a LEW e SLA16
(48h apdés a 102 e 112 injecdo) também foi
constatada.
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Figura 1. Efeito da administracdo repetida de reserpina
0,1mg/kg no teste de catalepsia em barra 48h ap6s cada
uma das injecdes (efeitos estatisticos mencionados no
texto). Resultados expressos em média £+ E.P.M. (n=
8/grupo).

No teste do campo aberto (Figura 2), a
administracdo repetida de baixa dose de
reserpina foi capaz de reduzir
significativamente a locomocao total nas trés
linhagens testadas (de forma independente do
tempo). A linhagem SLAL16, por sua vez, exibiu
maior atividade locomotora do que a linhagem
LEW.
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Figura 2. Efeito da administracio repetida de reserpina
0,1mg/kg na distancia total percorrida no teste de campo
aberto 48h apds a 3?2, 72, 112 e 142 injegdo. ANOVA de
medidas repetidas. ***p<0,001, efeito de tratamento.
&&p<0,01, efeito de linhagem. Resultados expressos em
média + E.P.M. (n= 8/grupo).

Para o teste de movimentos orais
(Figura 3) o qual avaliou parametros de
discinesia oral, encontrou-se diferencas na
linhagem SLA16 em relacao as linhagens LEW
e SHR. Em ambos os comportamentos, a
linhagem  SLA16 manifestou  aumento
significativo e independente de tratamento ou
tempo. Esse fendbmeno revela uma
contribuicio da regido diferencial do
cromossomo 4 para a manifestacdo de
mastigacdo ao vacuo e protrusdo de lingua.
Paralelamente, os resultados mostraram que a
reserpina foi capaz de induzir aumento do
namero de mastigacdes ao vacuo ja a partir da
32 injecdo. Um aumento do prejuizo em
relacdo ao que é registrado apos a 32 injecao
também foi observado apds a 112 injecéo.
Essa exacerbacdo do efeito, portanto,
representa uma possivel progressividade.
Quanto as protrusbes de lingua, diferencas
para os grupos controle foram observadas 48h
apos a 112 e a 142 injecéo.
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Figura 3. Efeito da administracdo repetida de reserpina
0,1mg/kg sobre a manifestacdo de (A) mastigacdes ao
vacuo e (B) protrusdes de lingua no teste de movimentos
orais, realizado 48h apo6s 3%, 72 112 e 142 injecéo.
ANOVA de medidas repetidas. **p<0,01 e ***p<0,001,
efeito de tratamento. &&&p<0,001, efeito de linhagem.
##p<0,01 e ###p<0,001, comparado ao periodo apés 32
injecdo dentro do mesmo tratamento (post hoc de
Duncan). Resultados expressos em média + E.P.M. (n=
8/grupo).

Por fim, a afericdo de PAS (Figura 4)
revelou que a reserpina reduz a pressao
arterial observada nos trés periodos de tempo
analisados, mas de forma independente das
linhagens e de uma maneira nao-cumulativa.
Apesar da diferenca estatistica, as linhagens
com alta PAS (SLA16 e SHR) permanecem
com a medida elevada, enquanto a linhagem
normotensa (LEW) também mantém os
valores de pressédo relativamente préximos ao
seu respectivo controle. Além disso, tal
variagdo na PAS a médio prazo (protocolo
experimental de 30 dias) dificilmente produziria
efeitos fisiol6gicos de forma a influenciar o
comportamento  motor nos testes de
catalepsia, movimentos orais ou campo aberto.
De acordo com a literatura, a reserpina possui
trés vezes mais afinidade pelo VMAT2,
presente em neurbnios do sistema nervoso
central, do que pelo VMAT1, presente em
tecidos enddcrinos e células paracrinas.
Sugere-se, portanto, que a acdo anti-
hipertensiva da reserpina ndo € suficiente, com
a dose de 0,1mg/kg, neste tempo de protocolo,
para impactar o comportamento motor.
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Figura 5. Efeito da administracéo repetida de reserpina
0,1mg/kg sobre a PAS 48h apds a 42, 82 e 122 injecao.
ANOVA de medidas repetidas. ***p<0,001, efeito de
tratamento. &&p<0,01, efeito de linhagem. Resultados
expressos em média + E.P.M. (n= 5/grupo).

O aumento gradual da laténcia no teste
de catalepsia em barra, a redugcdo da
ambulacdo no campo aberto e o aumento da
manifestacdo de movimentos orais corroboram
dados observados em trabalhos anteriores
(LEAO et al., 2015). A respeito da PAS, n&o
foram encontradas publicacbes que
investiguem o efeito anti-hipertensivo da
reserpina dentro de um protocolo de DP.

Sobre as linhagens, ainda que o0s
estudos com a regido diferencial do
cromossomo 4 tenham décadas de existéncia,
a linhagem SLA16 é relativamente recente na
literatura, e nao fora utilizada em modelos
experimentais de DP anteriormente. A
linhagem SHR, no entanto, € sugerida como
resistente aos efeitos da reserpina quando
comparada com a linhagem W.istar. Aqui,
ainda que os valores observados indiquem
prejuizos em relagdo aos animais controle, 0s
comportamentos sao semelhantes aqueles
observados em trabalhos que discutem a
linhagem SHR como resistente. Nesse
aspecto, sugere-se que as trés linhagens
estudadas exibem relativa resisténcia aos
efeitos da reserpina, exceto no que diz
respeito a linhagem SLA16 no teste de
movimentos orais.

Conclusdes:

Este trabalho demonstrou que o
tratamento com reserpina foi capaz de produzir
prejuizos motores nas trés linhagens em todos
0s comportamentos avaliados, também
apresentando progressdo da debilitacdo
motora. Junto aos resultados de pressao
arterial, conclui-se que a administracdo
repetida de baixa dose de reserpina é um bom
modelo para mimetizar aspectos
comportamentais da DP em ratos, com agéo
anti-hipertensiva de baixa magnitude e capaz
de demonstrar progressividade. Além disso, 0s

resultados acerca dos movimentos orais
sugerem a comparacdo das linhagens SLA16
e SHR como uma ferramenta para investigar
contribuicbes genéticas para a manifestacdo
de parametros de discinesia oral.
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