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RESUMO

A Doenca de Parkinson (DP) ¢ caracterizada pela perda progressiva de neurdnios
dopaminérgicos da substancia negra, levando a reducdo severa dos niveis de dopamina
associada a neuroinflamagao, resultando em varios sintomas motores € nao motores. A rotenona
(ROT) ¢ um inseticida, utilizado na jardinagem que mimetiza os sintomas e a fisiopatologia da
DP. A ativacao dos receptores P2X7 pelo ATP exerce, possui um papel importante em diversos
processos inflamatdrios. Assim, o presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos
antagonistas de receptores P2X7pelo Brilliant Blue G (BBG) em déficits motores € ndo motores
e danos neuronais induzidos por ROT em ratos. 80 ratos Wistar foram divididos em 4 grupos:
CTL (veiculo ROT: 2 % de DMSO em 6leo de girassol, ip, 21 dias) e veiculo BBG, (ip, 15 dias),
CTL BBG (veiculo ROT, ip, 21 dias e BBG 50 mg / Kg ip, 15 dias), ROT (ROT 2,75 mg / Kg,
ip por 21 dias e veiculo BBG) e BBG (ROT 2,75 mg / Kg, ip, 21 dias e BBG 50 mg / Kg ip, 15
dias). Os animais foram submetidos a testes para avaliagdo dos déficits motores e ndo motores,
ao final do protocolo os animais foram eutanasiados para realizagao de analise de dopamina,
por HPLC e avaliagdo imunohistopatologica (TH, GFAP e Iba-1). Os resultados mostraram que
o déficit induzido pela rotenona na deteccdo de odores volateis apds 7 dias de administragdo
pode ser usado como ponto de partida para o tratamento, € 0 BBG protege o déficit induzido
pela rotenona na exploracdo horizontal e vertical e velocidade média no teste de campo aberto,
também foi observada uma melhora no déficit de coordenagdo motora no teste do rotarod e
prevencdo da anedonia no teste de preferéncia de sacarose e protegeu contra o
comprometimento da memoria de trabalho no teste do labirinto em Y. O BBG também protegeu
0s animais expostos a rotenona da neurodegeneracdo dopaminérgica (TH) e preveniu da
microgliose (Iba-1). Esses resultados mostraram que o bloqueio dos receptores P2X7 pelo BBG
pode prevenir déficits motores e ndo motores, presentes na DP, por meio do controle da

neurodegeneracdo e microgliose.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson; P2X7; Brilliant Blue G.



ABSTRACT

Parkinson's Disease (PD) is characterized by the progressive loss of dopaminergic neurons from
the substantia nigra, leading to severe reduction in dopamine levels associated with
neuroinflammation, resulting in various motor and non-motor symptoms. Rotenone (ROT) is
an insecticide used in gardening that mimics the symptoms and pathophysiology of PD.
Activation of P2X7 receptors by ATP plays an important role in several inflammatory processes.
Thus, the present study aimed to investigate the antagonistic effects of P2X7 receptors by
Brilliant Blue G (BBG) on motor and non-motor deficits and neuronal damage induced by ROT
in rats. 80 Wistar rats were divided into 4 groups: CTL (ROT vehicle: 2% DMSO in sunflower
oil, ip, 21 days) and BBG vehicle, (ip, 15 days), BBG CTL (ROT vehicle, ip, 21 days and BBG
50 mg / kg ip, 15 days), ROT (ROT 2.75 mg / kg, ip for 21 days and BBG vehicle) and BBG
(ROT 2.75 mg / kg, ip, 21 days and BBG 50 mg / kg ip, 15 days). The animals were submitted
to tests to evaluate the motor and non-motor deficits, at the end of the protocol the animals were
euthanized to perform dopamine analysis, by HPLC and immunohistopathological evaluation
(TH, GFAP and Iba-1). The results showed that the rotenone-induced deficit in the detection of
volatile odors after 7 days of administration can be used as a starting point for treatment, and
BBG protects the rotenone-induced deficit in horizontal and vertical exploration and mean
velocity in the test of In the open field, an improvement in motor coordination deficit in the
rotarod test and prevention of anhedonia in the sucrose preference test was also observed and
protected against working memory impairment in the Y-maze test. BBG also protected exposed
animals to rotenone from dopaminergic neurodegeneration (TH) and prevented from
microgliosis (Iba-1). These results showed that the blockade of P2X7 receptors by BBG can
prevent motor and non-motor deficits present in PD by controlling neurodegeneration and

microgliosis.

Keywords: Parkinson's Disease; P2X7; Rotenone.
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1 INTRODUCAO

1.1. Doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) foi definida pela primeira vez em 1817, por James
Parkinson, que publicou um trabalho intitulado “Essay on the Shaking Palsy”, onde descreveu
um fenomeno intitulado Shaking Palsy, que caracterizava uma paralisia que causa tremores
involuntarios e diminui¢do da forca muscular em pacientes, com desenvolvimento lento e
progressivo (PARKINSON; JAMES, 1817). Posteriormente, a DP foi definida como uma
doenca neurodegenerativa, caracterizada pela perda de neurdnios dopaminérgicos na substancia
negra e mesencéfalo, acarretando alteragdes fisiolodgicas importantes, como uma diminui¢ao
consideravel nos niveis de dopamina estriatais, aspecto responsavel pelas manifestagdes

motoras da doenga (REICH; SAVITT, 2019).

1.2. Etiologia

A DP trata-se de uma doenga idiopatica, ou seja, ndo possui causas bem definidas. O
que se sabe ¢ que tem origem multifatorial, estando relacionados fatores genéticos,
envelhecimento e exposi¢do a substancias quimicas, como os agrotoxicos (SIMON; TANNER;
BRUNDIN, 2020); (HUANG; CHAN; HALLIDAY, 2007); (JANKOVIC; TAN, 2020).
Mutagdes em alguns genes sdo ligados a uma pequena populagdo de pacientes com DP,
alteracdes em genes como da a-sinucleina (SNCA), Parkina (PARKIN), a quinase mitocondrial
Quinase 1 induzida por PTEN (PINK1), DJ-1 (DJ-1) que funciona como uma chaperona e
regulador transcricional, Dardarina ou Quinase 2 rica em leucina (LRRK2) e da
Glucocerebrosidase (GBA) (SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2020). Esses casos podem
apresentar heranca autossdmica dominante ou recessiva, contudo, essas mutagcdes como fator
causal da DP familiar, representa apenas de 5 a 10% dos casos da doenga, com os demais e
maioria dos casos ndo tendo fator determinante conhecido (JAMES; GEORGOPOULQOS, 2020).
E esse determinante genético estd presente apenas em 30% dos pacientes com DP familiar e 3-
5% dos casos de DP idiopatica (SAVICA, 2019).

O principal fator ambiental relacionado a ocorréncia da doenga ¢ a exposigdo a
pesticidas. Estudos mostram uma grande prevaléncia de parkinsonismo em trabalhadores rurais

e a relacdo estreita entre a exposi¢ao a esses produtos e aumento do risco de desenvolver a
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doenca (BALL et al., 2019). Os modelos animais baseados na exposicao a esses agentes € que
reproduzem achados patologicos e clinicos da doenca endorsam essa ideia. E interessante
observar que a aprovagao anual de novos agrotoxicos no Brasil tem sido a maior em 15 anos
(LEITE, 2020), devido a uma nova legislagdo, mais permissiva de utiliza¢ao e liberagdo de
agrotoxicos (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2019), associado ao aumento crescente de
casos de doenca de Parkinson.

O principal fator correlacionado a doenga ainda ¢ o envelhecimento, que ¢ caracterizada
por instabilidade gendmica, alteragdes epigenéticas, perda da sua capacidade de produgdo e
dobramento de proteinas adequados, disfungdo mitocondrial, deteccdo desregulada de

nutrientes, comunicacao intercelular alterada e senescéncia celular (HOU et al., 2019).

1.3. Epidemiologia

A DP ¢é uma das doencas neurodegenerativas que mais afeta a populagdo acima de 60
anos, perdendo apenas para a Doenca de Alzheimer (DA) e a principal doenga relacionada a
disturbios de movimento (TYSNES; STORSTEIN, 2017). De acordo com alguns estudos
prospectivos, estima-se que a DP possua uma prevaléncia de 0,3% na populacio geral, 1,0%
em pessoas com mais de 60 anos e 3,0% naquelas com 80 anos ou mais e uma incidéncia de 8
a 18 por 100.000 pessoas/ano, em paises industrializados (LEE; GILBERT, 2016);
(BALESTRINO; SCHAPIRA, 2020); (TYSNES; STORSTEIN, 2017).

Dados epidemiologicos atualizados da DP no Brasil sdo escassos, mas de acordo com o
ultimo censo realizados em 2010, estima-se que no pais exista cerca de 220 mil casos, com uma
incidéncia de 36 mil casos a cada ano, afetando principalmente homens com idade superior a
50 anos (IBGE, 2016). Uma vez que a notificagdo da DP ndo € obrigatoria os dados existentes
da ocorréncia da DP no pais sdo subestimados, com apenas 0,0022% de internagdes
relacionadas a DP, com a regido nordeste sendo a terceira regido do pais mais afetada (SANTOS
et al, 2022). Com o aumento da expectativa de vida, esse nimero tende a crescer,
consideravelmente. Estima-se que o nimero de pessoas com DP dobre no Brasil até 2030
(DORSEY et al., 2007). Estudos mais recentes, mostram que esse nimero poderd ser bem mais
expressivo, chegando a aproximadamente 600 mil pessoas com a doenga no pais

(BOVOLENTA; FELICIO, 2016).
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1.4. Fisiopatologia

A DP ndo estd associada a apenas um fendmeno fisiopatoldgico, mas a uma série de
disfungdes associadas que culminam na morte dos neurdnios dopaminérgicos, principalmente
na substancia negra par compacta (SNpc), no locus coeruleus (LC) e em outras regides,
causando uma diminuicdo nos niveis de dopamina no corpo estriado, esse fendmeno
responsavel pela maioria dos sintomas cldssicos da doenga. Entretanto, sdo ainda observadas
disfungdes nos niveis de outras monoaminas como serotonina e noradrenalina (TEIVE, 2019).
Além disso, diversos outros fatores estdo relacionados como o dobramento inadequado de
proteinas, a neuroinflamagdo, reducdo da atividade mitocondrial e questdes envolvendo o
sistema gastrointestinal (JANKOVIC; TAN, 2020).

Diversos eventos moleculares e celulares que incluem disfungdo mitocondrial,
lisossomal, estresse oxidativo, excitotoxicidade, processo inflamatério, mecanismos
apoptéticos e autofagicos, transporte axonal e distirbio no trafego de vesiculas e dobramento
inadequado de proteinas estdao associados a DP (ABYAD, 2020; PEREIRA; GARRETT, 2010;
RAZA; ANJUM; SHAKEEL, 2019). Contudo, as causas da morte neuronal que ocorre na
doenga ainda ndo estdo completamente elucidadas.

A neuroinflamacao ¢ considerada um dos principais achados na DP, responsavel pela
morte dos neurdnios dopaminérgicos. Nesse processo, a gliose tem um papel fundamental
sustentando a hipotese de que a mediagao celular dos astrdcitos e a microglia possuem um papel
fundamental no processo de morte celular em doencas neurodegenerativas (MACMAHON
COPAS et al., 2021).

Os astrocitos sao considerados as células mais abundantes no SNC, depois dos
neurdnios, possuem diversas fungdes fisioldgicas, dentre elas o suporte metabdlico, promogao
da sinaptogéneses e controle da permeabilidade da Barreira Hematoencefdlica (BHE)
(MACMAHON COPAS et al., 2021). Ja foi visto que ha a super expressao de astrocitos no
cérebro de pacientes com DP (YU HERTZ et al., 1992). Além disso, foi visto que em doengas
neurodegenerativas eles sdo responsaveis por estimular o perfil pro-inflamatorio da microglia,
por meia da liberagdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-1a, TNF-a, e C1q (CLARKE et
al., 2018; MORGAN M. ROGERS-CARTERI1 2; CHRISTIANSONT1, 2017).

As microglias sdo consideradas macrofagos, entretanto sdo residentes exclusivamente
do SNC, possuem como fun¢do ¢ de verificar alteragdes fisioldgicas ou patoldgicas no cérebro
e gerar uma resposta em relacdo a isso, em condi¢des fisioldgicas sdo responsaveis por

removerem residuos celulares. Entretanto, ao assumir um perfil inflamatorio, elas assumem
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uma morfologia ameboide e aumentam a sua capacidade fagocitaria, acredita-se que seu perfil
de reparo fisioldgico também perde sua fun¢do durante o processo inflamatério (BELARBI et
al., 2020; BADANJAK et al., 2021)

A deposicao citoplasmatica de proteinas nao soluveis, como a a-sinucleina e ubiquitina,
formando os chamados corpusculos de Lewy ¢ um dos principais achados da DP (BABA et al.,
1998). A a-sinucleina ¢ sintetizada em neurdnios pré-sindpticos, ndo possui uma fung¢do
especifica conhecida em condigdes fisiologicas, mas acredita-se que possa haver uma relagao
com o complexo de Receptores Soluveis de Proteinas de Ligacdo a Fatores Sensiveis a N-
etilmaleinamida (SNARE), que estd associado a regulacdo e liberacdo de neurotransmissores
na fenda pos-sinaptica. Na DP essa proteina se encontra em concentragdes excessivas, podendo
estar relacionados com alguma disfun¢@o no processo de degradagdo, uma vez que ja foi visto
que alguns mutacdes estdo associados a essa condi¢do, como A53T e A30P (DU; XIE; LIU,
2020)(IAKOVENKO et al., 2020).

1.5. Sintomas motores e nao motores

A DP uma doenga caracterizada pelo surgimento e progressao de diversos sintomas no
decorrer do seu desenvolvimento, estes podendo ser classificados em sintomas motores e nao
motores. Os primeiros sdo considerados classicos, pois o seu surgimento estd associado
diretamente com o diagndstico da mesma, dentre eles os mais caracteristicos sdo o tremor de
repouso, bradicinesia, rigidez e instabilidade postural (JANKOVIC; TAN, 2020; JOST;
REICHMANN, 2017). Esses sintomas estdo associados com a diminuicdo dos niveis de
dopamina no estriado. O grande problema € que estes sinais classicos surgem quando ha um
dano cerebral considerdvel, surgindo ap6és a perda de cerca de 80% dos neurdnios
dopaminérgicos, comprometendo significativamente a qualidade de vida dos pacientes, uma
vez que, com a terapéutica disponivel atualmente, tais danos sdo irreversiveis (SALAWU;
DANBURAM; OLOKOBA, 2010); (REICH; SAVITT, 2019).

Em contrapartida, os sintomas ndo motores, embora inespecificos, por vezes
confundidos com outras condi¢des, antecedem o surgimento dos sintomas motores em 1 a 10
anos (SALAWU; DANBURAM; OLOKOBA, 2010). A possivel justificativa para essa
manifestagdo precoce ¢ que nem sempre esses sinais estdo associados diretamente com niveis
dopaminérgicos, parecendo haver uma relagdo com a disfuncdo nos niveis de serotonina,
noradrenalina e acetilcolina, em diferentes regides cerebrais. Dentre os mais comuns, estdo os

déficits olfatorios, distirbios do sono REM (do inglés: Rapid Eye Movement), depressao,
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ansiedade e problemas gastrointestinais (SCHAPIRA; CHAUDHURI; JENNER, 2017);
(SVEINBJORNSDOTTIR, 2016); (REICH; SAVITT, 2019).

1.6. Tratamento

O tratamento para a DP ¢ na grande maioria dos casos, farmacologico, e ainda ¢ baseado
no controle dos sintomas, contudo sem controle da progressao e evolugdo da doenca. Esse pode
variar de acordo com diversos aspectos, como o estagio em que o paciente se encontra € os tipos

de sintomas apresentados (ARMSTRONG; OKUN, 2020).

Em fases iniciais, opta-se por estratégias menos agressivas, com o uso do Inibidores das
Monoaminas Oxidases (IMAQO), pois inibem a degradacdo de dopamina, aumentando as
concentragcdes da mesma na fenda sinadptica, diminuindo os efeitos causados pela redugao da
concentracdo de dopamina, dentre os mais utilizados, pode-se citar selegilina e a rasagilina

(CABREIRA; MASSANO, 2019).

Em estagios mais avancados da doenga, a opcao mais utilizada ¢ a reposi¢ao dos niveis
de dopamina com uma associagdo entre levodopa, um precursor metabolico da dopamina e a
carbidopa, que inibe a descarboxilacdo extracerebral da levodopa, fazendo com que mais
levodopa esteja disponivel para o cérebro e sofra subsequente conversao para dopamina. O
grande problema desse esquema de tratamento, sdo os efeitos colaterais, além de aumentar
alguns sintomas ndo motores como ansiedade e déficits olfatorios, geram um quadro chamado
de discinesia, que ¢ caracterizada por movimentos involuntarios e descontrolados, que podem
variar em sua gravidade comprometendo a qualidade de vida dos pacientes, dificultando a
adesdo ao tratamento (JANKOVIC; TAN, 2020); (ARMSTRONG; OKUN, 2020);
(ELSWORTH, 2021); (CHURCH, 2021).

Algumas outras estratégias tem sido utilizadas na tentativa de melhorar a qualidade de
vida dos pacientes, uma vez que o tratamento convencional leva, a longo prazo, ao surgimento
de sintomas tdo comprometedores quanto a propria doenga. Um deles ¢ um procedimento
cirtirgico denominado Deep Brain Stimulation (DBS) que consiste na implantacao de eletrodos
para modular os estimulos elétricos na regido do cérebro afetada pela doenca. Tal procedimento
¢ indicado em alguns casos especificos de pacientes que possuem flutuacdes significativas nos
niveis dopaminérgicos, dificultando o controle pelas terapias farmacolédgicas disponiveis

(JANKOVIC; TAN, 2020); (OBESO et al., 2017).
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1.7. Modelos Animais da Doenca de Parkinson

O avanco da DP no Brasil € no mundo deixa claro a necessidade do desenvolvimento de
pesquisas mais arrojadas na busca por novas terapias, que reduzam a perda de neurdnios
dopaminérgicos, € os consequentes sintomatologia motora e ndo motora. No entanto, essa busca
por novas terapias neuroprotetoras tem se mostrado desafiadora, no sentido de traduzir
resultados positivos de estudos pré-clinicos em clinicos (LANG, 2006), devido a imprecisao
dos modelos pré-clinicos em englobar a fisiopatologia da doenga a nivel dopaminérgico e ndo
dopaminérgico e seu carater progressivo e cronico (OLANOW; KIEBURTZ; SCHAPIRA,
2008). Esse quadro, deixa clara a necessidade de se revisitar e repensar os modelos animais
utilizados na busca de novas substancias neuroprotetoras, bem como no estudo dos mecanismos

envolvidos na morte neuronal da doenca, que ainda nao sdo conhecidos.

Os modelos animais podem ser classificados em trés grupos de acordo com critérios
farmacoldgicos, comportamentais e bioquimicos. A validade preditiva representa os modelos
com isomorfismo farmacolégico, com a geracdo de sinais e sintomas ndo totalmente
relacionado a doenga. A validade de face assegura similaridade entre 0 modelo e doenga em
relagdo a sintomatologia, porém ndo garante os mesmos mecanismos fisiopatologicos. Ja a
validade de constructo engloba os modelos que cumprem os critérios de face e preditiva,
compartilhando isomorfismo farmacolégico, sintomatologia e o0s mesmos mecanismos
fisiopatolégicos relacionados a doenga (FRIES; DA SILVA MAGALHAES, 2010). Para o
estudo da doenca, atualmente sdo utilizados modelos animais geneticamente modificados ou

expostos a toxinas que seletivamente destroem o sistema catecolaminérgico.

Os modelos genéticos envolvem a utilizagdo de animais com dele¢des, multiplicagdes e
outras alteragdes de genes reportadamente envolvidas na fisiopatologia da DP. Contudo, o
distarbio de carater causal genético engloba apenas uma pequena parcela dos casos da doenga
no mundo. Assim, esses modelos nao contemplam os casos idiopaticos que representam a maior

parcela de ocorréncias no mundo (SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2020).

Os modelos da doenca desenvolvidos utilizando toxinas mais utilizados nas ultimas
décadas, incluem a 6-hidroxidopamina (6-OHDA), 1- metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidroperdidina

(MPTP), paraquat e rotenona, sendo os dois primeiros os mais bem caracterizados.
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A 6-OHDA ¢ um anélogo da dopamina e foi o primeiro modelo de DP empregado, ela
ndo cruza a barreira-hematoencefalica portanto ¢ utilizada através de inje¢des intracerebrais por
meio de cirurgia estereotaxica (GRANDI; DI GIOVANNI; GALATI, 2018). Uma vez no
cérebro, a 6-OHDA ¢ transportada pelo transportador de dopamina (DAT) para o interior dos
neurdnios dopaminérgicos onde inibe o complexo I e IV da cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial, levando a um quadro de estresse oxidativo, excitotoxicidade glutamatérgica e
inflamacao, levando a morte seletiva dos neurénios dopaminérgicos (ZENG; GENG; JIA,
2018). A 6-OHDA produz um modelo com uma lesdo robusta e de alta reprodutibilidade,
induzindo os surgimentos de déficits motores, olfatorios, gastrointestinais e na memdria.
Apesar de ser o modelo mais utilizado, possui limitagdes, uma vez que os déficits motores e
ndo motores ocasionados pela 6-OHDA ndo sdo progressivos e surgem em conjunto, bem como
essa toxina ndo ¢ capaz de reproduzir todos os mecanismos fisiopatologicos da patologia,
parecendo ndo afetar outras regides cerebrais além do estriado e substancia negra, além de nao
induzir a producdo de agregados proteicos € ndo interagir com a a-sinucleina (SALARI;

BAGHERLI, 2019; ZENG; GENG; JIA, 2018).

O MPTP ¢ uma toxina que atravessa a barreira-hematoencefalica, podendo ser
administrado por vias periféricas. Uma vez no cérebro ¢ metabolizado a MPP+ pelos astrocitos
e transportada ao interior de neuronios dopaminérgicos pelo DAT, onde inibe o complexo I da
cadeia transportadora de elétrons causando déficit energético, estresse oxidativo,
excitotoxicidade glutamatérgica e inflamacdo (GRANDI; DI GIOVANNI; GALATI, 2018;
TRIGO-DAMAS; DEL REY; BLESA, 2018). O MTPT produz um modelo com degeneragao
seletiva dos neurdnios dopaminérgicos em camundongos, ndo apresentando 0 mesmo sucesso
quando injetado em ratos, levando a déficits motores, déficits gastrointestinais, olfatorio e de
memoria. Entretanto, esses déficits ndo sdo progressivos e ainda ndo estd completamente
esclarecido se o modelo cronico de exposi¢do ao MPTP que acarreta sintomas ndo motores ¢
capaz de induzir déficits motores substanciais, € 0 Unico protocolo de exposi¢cdo que gerou
déficits olfatorios se deu por meio de inje¢des intranasais, assim tal déficit pode refletir um
prejuizo na mucosa nasal e o MTPT também ndo interage com a a-sinucleina (MEREDITH;
SONSALLA; CHESSELET, 2008; SALARI; BAGHERI, 2019; TITOVA et al., 2017,
VINGILL; CONNOR-ROBSON; WADE-MARTINS, 2018; ZHANG et al., 2017a).

O modelo de DP induzido por rotenona (figura 1) foi usado a primeira vez em 2000, por
Betarbet e colaboradores, devido sua capacidade de atravessar facilmente a barreira

hematoencefalica, a sua alta lipossolubilidade e se acumular em organelas intracelulares, como
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as mitocondrias. Age como um potente inibidor do complexo I da cadeia respiratoria
mitocondrial, por inibir a enzima nicotinamida adenina dinucleotideo desidrogenase (NADH),
levando a morte neuronal (DROLET et al., 2009; GREENAMYRE et al., 2011; JOHNSON;
BOBROVSKAYA, 2015; MEREDITH; SONSALLA; CHESSELET, 2008; ZHANG et al.,
2017b).

A inibi¢do do complexo I da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial ocasionada
pela exposi¢ao a esse pesticida induz uma cascata de eventos relacionada a estresse oxidativo e
inflamacao. O déficit mitocondrial acarreta morte celular por crise bioenergética, prejudicando
o armazenamento da dopamina em vesiculas; por isso, na exposi¢do cronica a rotenona,
observa-se incialmente um aumento dos niveis de DA, espécies reativas de oxigénio (EROs) e
oxido nitrico, formando um quadro de estresse oxidativo e peroxidacao lipidica, gerando danos
no DNA (DUTY; JENNER, 2011; LEVY; MALAGELADA; GREENE, 2009; WU; JOHNSON,
2007). A incapacidade da produgdo de ATP também acarreta a entrada excessiva de calcio na
célula, reacdo microglial e ativagdo de astrocitos (BABA et al, 1998; BERNDT;
HOLZHUTTER; BULIK, 2013; VENDEROVA; PARK, 2012).

A rotenona também parece elevar os niveis de glutamato deixando os neurdnios
dopaminérgicos mais vulneraveis a excitotoxicidade glutamatérgica (SONIA ANGELINE et al.,
2012; WU; JOHNSON, 2007), além do acimulo de a-sinucleina com formag¢ado de corptsculos
de Lewy (BETARBET et al., 2000; YUAN et al., 2015), e acimulo de tubulina intracelular e
ativacdo de caspases, levando a ativagdo de mecanismos apoptoticos (SARAVANAN; SINDHU;
MOHANAKUMAR, 2005; SCHOBER, 2004). Isso tudo resulta na morte dos neuronios
dopaminérgicas na Substancia negra e estriado (BETARBET et al., 2000) e perda de neur6nios
noradrenérgicos no locus coeruleus (DUTY; JENNER, 2011), resultando em um quadro de
alteragdes motoras (ALAM; SCHMIDT, 2002; LEWIS et al., 2011) e ndo motoras (JOHNSON;
BOBROVSKAYA, 2015; MORALIS et al., 2012).

Frente ao exposto, fica claro que o modelo de parkinsonismo induzido pela rotenona
compartilha mecanismos fisiopatoldgicos com a DP, cumprindo critérios de validade de face e
preditiva e constructo, possuindo assim o maior grau de valida¢do dentro dos critérios de

classifica¢do para modelos animais.
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Figura 1 — Estrutura quimica da rotenona.
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Fonte: (ALMEIDA, 2010).

1.8.Sistema Purinérgico e os Receptores P2X7

A adenosina trifosfato, ou simplesmente ATP, possui um importante papel na geracao
de energia quimica por meio de sua hidrolise, um processo altamente exergdnico, mas sua
atuacdo ndo se limita a geracdo de energia nos processos bioquimicos. (PATRITTI-CRAM et
al., 2021). Os farmacologistas comecaram a observar que o papel do ATP ndo se limitava apenas
a esses processos energéticos, mas que possuiam atividade farmacologica. E entdo, nos anos 70,
Burnstock e colaboradores comegaram a investigar e classificar os receptores purinérgicos, hoje
sabe-se que existem dois tipos de receptor pelos quais o ATP pode agir, sdo os receptores P2Y,
subdivididos em P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Ys, P2Y 11, P2Y12, P2Y 13 € P2Y14. Que sdo receptores
acoplados a proteina G e os receptores do tipo P2X divididos em 7 subtipos P2X, P2X>, P2X3,
P2X4, P2X5s, P2Xs e P2X7, sdo receptores acoplados a canais idnicos (BURNSTOCK, 1976)
(BURNSTOCK, 2018) (LINDEN; KOCH-NOLTE; DAHL, 2019)(VON KUGELGEN, 2021).

Os receptores P2X7, como dito anteriormente, sdo acoplados a canais idnicos e foram
descritos pela primeira vez, em 1996, por Buell e colaboradores. Eles identificaram trés
variacoes, das quais somente duas estao presentes em humanos, que sdo as subunidades P2X5
A e P2X7B, a variante K, que s esta presente em roedores. Esses receptores possuem algumas
peculiaridades que os distinguem dos outros da mesma familia. Por exemplo, so sdo ativados
em concentragdes muito superiores de ATP, quando comparados a outros receptores

purinérgicos e, por serem canais, permitem a passagem de ions como K, Na* e Ca*', mas
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quando estimulados por um longo periodo, se comportam como poros, permitindo a entrada de

moléculas de tamanho variado (NORTH; BUELL, 1996)(ILLES, 2020).

A ativagdo dos receptores purinérgicos P2X7 exerce um papel importante em diversos
processos inflamatorios. Primeiro, foi visto que a maioria das células envolvidas no sistema
imune, como as células dendriticas, osteoclastos, microglia e as células da glia, possuem
receptores P2X7 em sua superficie e estes sdo ativadas com grandes concentragdes de ATP,
causando uma despolarizacao, por influxo de Ca*" (Figura 2). J4 se sabe que o as concentragdes
de ATP sao aumentadas durante o dano celular e os receptores P2X7 sdo sensiveis a essa
elevagdo. Além disso, ja foi visto que os receptores possuem um papel importante, pois mediam
a liberacao de interleucinas pré-inflamatorias como IL-1f, que ¢ liberada na sua forma imatura
e via inflamassoma NLRP3, que é um processo mediado por efluxo de K™ ATP dependente.
Esses processos irdo desencadear o aumento do perfil inflamatorio, além de elevar as
concentragdes das espécies reativas de oxigénio, responsaveis por causar estresse oxidativo e
morte celular (CALZAFERRI et al., 2020) (ADINOLFI et al., 2017) (KARMAKAR et al., 2016)
(RIBEIRO et al., 2019).

A ativacdo dos receptores P2X7, esta envolvida na fisiopatologia de diversas doencas
neurodegenerativas. Ja foi visto que pacientes com DP possuem um estado de microglia ativado
e um perfil de citocinas pré-inflamatérias aumentadas no fluido cérebro-espinhal, como o IL-
1B e o TNF-a (ILLES, 2020)(DAN-DAN et al., 2021). Além disso, existe uma relagdo entre as
concentragdes de IL-1p e uma maior propensdo a morte dos neurdnios dopaminérgicos, o que

¢ considerado um dos principais achados da DP (SOLINI et al., 2020) (GLASER et al., 2021).

A relagdo entre o aumento da atividade dos receptores P2X; e o0s processos
fisiopatologicos envolvidos em doengas neurodegenerativas levou a pesquisas no bloqueio
desses receptores. Existem diversos antagonista dos receptores P2X5, dentre eles o Brilliant
blue g (BBG), KN62 e AZ11645373, algumas dessas moléculas tem origem natural, j& outras
foram desenhadas com esse proposito, de antagonizar os receptores purinérgicos (ADINOLFI
et al., 2017)(DAYEL; EVANS; SCHMID, 2019)(DRILL et al., 2021). Diversos trabalhos ja
demonstraram que o bloqueio dessa via é capaz de atenuar os processos inflamatdrios em
diversos modelos animais, de doengas neurodegenerativas, depressdo ou mesmo cancer, que
sao condic¢des que envolvem um processo inflamatorio intenso (OLIVEIRA-GIACOMELLI et
al., 2019)(KARMAKAR et al., 2016)(DRILL et al., 2021).
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Figura 2 — Atividade dos receptores P2X7 no Sistema Nervoso Central (SNC)
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Fonte: (ZHAO, 2021).

1.9.BBG e o Antagonismo dos Receptores P2X>

O Brilliant Blue G (BBG) ¢ um corante que vem sendo utilizado na industria alimenticia,
ha bastante tempo, nas preparagdes de doces, cereais e até mesmo bebidas alcodlicas (Figura
3). Uma outra aplicagdo do corante, foi na pesquisa, pois o mesmo ¢ um dos componentes do
reagende de Bradford, utilizado na quantificacdo proteica. Entretanto, foi visto que o corante
possuia um mecanismo farmacologico, funcionando como antagonista dos receptores P2X7,
sendo possivel, a partir deste achado, investigar a influéncia do bloqueio dessa via em diversos
protocolos experimentais, como modelos animais de doengas neurodegenerativas e depressao
(VON MUECKE-HEIM et al., 2021) (ZHOU et al., 2019) (FERREIRA et al., 2016)(VON
MUECKE-HEIM et al., 2021).

Alguns trabalhos ja demonstram o potencial do antagonismo dos receptores P2X7, com
a utilizacdo do BBG, em modelos animais de Parkinsonismo. Carmo e colaboradores, em 2014,
por meio de um protocolo de hemiparkinsonismo utilizando 6-OHDA, demonstrou que a
administracdo de BBG por via intraperitoneal 2 horas apos a cirurgia, foi capaz de diminuir o

processo inflamatorio, através da diminuicao microglial, causado pelo modelo e proteger contra



diversas alteragcdes comportamentais (CARMO et al., 2014).

Figura 3 — Estrutura molecular do BBG

Fonte: (FRIEDLE; MARJORIE; CURET, 2010).
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estudar o efeito neuroprotetor do bloqueio dos receptores P2X7 no parkinsonismo

experimental induzido pela rotenona em ratos.

2.2.  Objetivos Especificos

. Reproduzir o modelo de parkinsonismo em ratos Wistar, pela administracao
intraperitoneal subcronica de rotenona, induzindo alteragdes motoras, nao motoras ¢ dano

neuronal.
. Nos animais tratados com BBG avaliar:

-Déficits motores, déficits olfatérios, comportamento tipo-depressivo, déficit de

memoria;

-Neurodegeneragao dopaminérgica, microgliose e astrogliose.
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3 METODOLOGIA

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar albinos (Rattus novergicus) "specific pathogen free"
(SPF), machos, pesando entre 220-250 gramas, provenientes do biotério do Nucleo de Pesquisa
e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do Ceara (UFC). Os
animais foram mantidos em gaiolas micro isoladas, com ciclo claro/escuro de 12/12 horas e
alimentados com ra¢ao peletizada padrao e agua ad libitum. No que se refere aos cuidados com
os animais, este estudo seguiu os principios €ticos da experimentagdo animal, estabelecidos
pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentagdo Animal (CONCEA) e s6 teve inicio
ap6s aprovagio pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) UFC/NPDM, sob o nimero
9680310818.

3.2. Drogas

As seguintes substancias foram utilizadas: Rotenona (Sigma Aldrich, EUA), Brilliant
Blue G (Sigma Aldrich, EUA), Quetamina (Konig, Argentina) e Xilazina (K6nig, Argentina).

Os demais reagentes foram de grau analitico.

3.3 Protocolo Experimental

Para a indugdo do parkinsonismo, os animais receberam 2,75mg/Kg de rotenona por via
intraperitoneal (i.p), diluida em 2% de DMSO em 6leo de girassol, por 5 dias consecutivos com
2 dias de intervalo, somando 21 dias de aplicacdo. O presente modelo foi recentemente
padronizando no Laboratério de Neurociéncias e Comportamento (LNC) e engloba sintomas
olfatorios pré-motores que foram usados como marco para o inicio do tratamento visando
neuroprote¢do. Esse protocolo ¢ uma adaptacdo do modelo proposto por Cannon e
colaboradores (2009), em que a aplicagado intraperitoneal de rotenona por 21 dias consecutivos
causa pouca ou nenhuma toxicidade periférica, a adaptacdo para um modelo com intervalos

entre as aplicacdes visa diminuir a mortalidade gerada pela rotenona.

Para o estudo do efeito do bloqueio dos receptores P2X7 em ratos parkinsonianos foi
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administrado 50mg/kg de BBG diluido em solugdo salina 9%, ap6s sete dias de administragao
da rotenona, por via i.p. O 7° dia marca o surgimento dos sintomas pré motores induzidos pela
rotenona (déficit olfatdrio) e foi utilizado como marco para investigar a agdo neuroprotetora do

BBG num estagio “prodromal-like”.

Foram utilizados 80 animais divididos em quatro grupos experimentais, cada um com
20 animais, de acordo com a tabela 1. O grupo controle recebeu o veiculo da rotenona (2% de
DMSO em 6leo de girassol, Iml/Kg) e o veiculo do BBG (solucdo salina 9%) por via
intraperitonial (i.p.), o grupo controle tratado recebeu o veiculo da rotenona e S0mg/kg de BBG
(i.p.), o grupo rotenona recebeu 2,75 mg/Kg de rotenona (i.p.) € o veiculo do BBG, e o grupo

rotenona tratado recebeu 2,75 mg/Kg de rotenona (i.p.) e 50mg/Kg de BBG (i.p.).

Tabela 1: Organizagdo dos Grupos Experimentais

Grupo Protocolo

Controle Veiculo da rotenona (2% de DMSO em o6leo de girassol, 1ml/Kg) +
veiculo do BBG (solugdo salina 9%) (i.p)

Controle Veiculo da rotenona (2% de DMSO em o6leo de girassol, 1ml/Kg) +
Tratado 50mg/Kg de BBG (i.p)

Parkinsoniano 2,75 mg/Kg de rotenona (i.p.) + veiculo do BBG (solucao salina 9%)
(i.p)

Parkinsoniano 2,75 mg/Kg de rotenona (i.p.) + 50mg/Kg de BBG (i.p)
Tratado

Apds 21 dias de administragdo de rotenona, os animais foram submetidos a testes
motores, olfatorios, de comportamento tipo-depressivo e memoria divididos em dois protocolos.
No protocolo I, os animais foram submetidos ao teste do rotarod, pellet enterrado e
eutanasiados por decapitagdo para retirada das areas cerebrais para realizacdo da dosagem de
monoaminas por HPLC. No protocolo I, os animais foram submetidos aos testes de preferéncia
por sacarose, campo aberto e labirinto em Y e parte dos animais foram eutanasiados por

decapitagdo para retirada das areas cerebrais para realizacdo de futuros testes bioquimicos e
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outros perfundidos com paraformaldeido 4% para realizagdo da avaliagdo histopatologica

(Figura 1).

Figura 1: Desenho do Protocolo Experimental

Tratamento com BBG (1.p.)
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3.4 Testes Comportamentais

Todos os testes comportamentais ocorreram entre as 10 e as 17 horas, em condi¢des de
luz vermelha de baixa intensidade, com temperatura e umidade controladas. O comportamento
foi captado em video e analisado em tempo real, com o software ANY maze (Stoelting Co.

EUA).

3.4.1 Teste do Campo Aberto

O teste do campo aberto avalia a atividade locomotora e exploratoria dos animais. O
campo aberto consiste em uma arena quadrada de acrilico preto (80 x 80 cm). No teste, o animal
foi colocado na arena e deixado para explorar o ambiente por cinco (5) minutos, sendo
registrado o numero de exploragdes horizontais (crossings), o nimero de exploracdes verticais

(rearings) e a velocidade média (WALSH; CUMMINS, 1976).
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3.4.2 Teste do Rotarod

A fim de avaliar a coordenacao motora e as alteracdes de equilibrio dos animais, foi
realizado o teste do rotarod. Os animais foram treinados antes do inicio do tratamento em duas
sessoes de Smin, com intervalo de 10 min entre cada sessdao, em condi¢do de aceleracao de 4 a
40 rpm e um dia anterior ao teste em uma sessao de 120s em condi¢ao de velocidade constante
de 20 rpm. No teste, foi permitido ao animal se mover no aparato, em condi¢ao de velocidade
constante de 20 rpm, sendo o tempo para queda registrado, com tempo de permanéncia maxima

de 120s (PADOVAN-NETO et al 2009.).

3.4.3 Teste do Pellet de comida enterrado

A avaliagdo da detecgdo olfatoria de cheiros volateis dos animais foi avaliada por sua
habilidade de localizar um Pellet de comida (o Pellet normalmente utilizado na sua alimentagao)
enterrado na maravalha da gaiola do animal. Anteriormente ao teste, os animais foram mantidos
em jejum por 16 horas, com livre acesso a dgua. O teste consiste em enterrar um pellet de
comida abaixo de 3cm de maravalha. Foi, entdo, mensurado o tempo, em segundos, entre a
introdu¢@o do animal na gaiola e 0 momento em que o animal tocar o pellet de comida com as

duas patas dianteiras, com a maxima de permanéncia de 300 segundos (ALBERTS et al, 1971).

3.4.4 Discriminagdo olfatoria

A capacidade dos animais de discriminar cheiros foi avaliada pelo teste de discriminacdo
olfatéria. Em geral, ratos adultos sauddveis sdo capazes de discriminar entre os dois
compartimentos, tendo preferéncia pelo compartimento impregnado com o seu proprio odor em
relagdo ao local com odor neutro (YANG; CRAWLEY, 2009). Assim, os animais foram
colocados durante 5 min em uma caixa dividida em dois compartimentos idénticos, separados
por uma porta aberta, de forma que possam escolher entre um compartimento contendo a
maravalha retirada da caixa previamente ocupada por ele e outro contendo maravalha nova. O
tempo gasto pelo rato em cada compartimento serd registrado (PREDIGER et al., 2006;
TADAIESKY et al., 2008).
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3.4.5 Teste de preferéncia por Sacarose

O teste da preferéncia por sacarose ¢ utilizado como uma medida de anedonia em
roedores, ja que esses em quadros depressivos tendem a diminuir a preferéncia pelo consumo
de sacarose. O teste consiste em ofertar duas garrafas aos animais, uma contendo solugdo de
sacarose a 2% e outra agua, sendo as garrafas pesadas antes de serem apresentadas aos ratos e
24 horas depois. O percentual de consumo de sacarose foi entdo calculado usando a equacdo: %
de preferéncia por sacarose = ingestao de sacarose x 100 /ingestao total. Os animais passaram
por um teste basal, permanecendo no experimento apenas os ratos que apresentaram uma
preferéncia por sacarose superior a 60% em relagdo ao consumo de 24 horas (PAPP et al., 1991;

POTHION et al., 2004).

3.4.6 Teste do Labirinto em Y

Esse teste objetiva avaliar a memoria operacional e o aprendizado. No teste, o animal
foi colocado no labirinto em forma de Y e poder alternar espontaneamente as entradas nos
outros bragos durante 8 (oito) minutos. O nimero total de entradas em cada brago, bem como
a sequéncia de entradas, foi registrado. As informacdes foram entdo analisadas para determinar
o numero de entradas nos bragos sem repeticao por meio de porcentagem de alternancia entre
os mesmos. O resultado foi expresso em porcentagem e obtido através de uma férmula:
Alternagdes espontaneas = (Numero de acertos/ Numero total de entradas - 2) x 100 (STONE
etal., 1991).

3.5 Dosagem de Dopamina por HPLC

Foram utilizados os sobrenadantes dos homogenatos preparados dos tecidos do
hipocampo, corpo estriado e bulbo olfatorio para a deteccdo dos niveis de catecolaminas
utilizando o equipamento de HPLC (cromatografia liquida de alto desempenho) por detec¢ao
eletroquimica. Os tecidos foram sonicados em acido perclorico (HCIO4) por 30 segundos € o
homogenato foi colocado em tubos Eppendorfpara centrifugagdo por 15 minutos em centrifuga

refrigerada a 15000 rpm. Uma aliquota de 20uL do sobrenadante foi entdo injetada no
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equipamento de HPLC. Foi utilizada uma coluna CLC-ODS(M) com comprimento de 25cm,
calibre 4,6cm e didmetro da particula de 03 um, da Shimadzu Japao. A fase moével utilizada foi
composta por tampao acido critico 0,163M, pH 3,0 contendo acido octanosulfonico sédico 0,69
M (SOS) como reagente formador do par i6nico, acetonitrila 4% v/v e tetrahidrofurano 1,7%v/v.
Dopamina (DA) foi eletroquimicamente detectada usando um detector amperométrico

(AGUIAR, 2006).

3.6 Imunomarcacio para Tirosina hidroxilase

A Tirosina hidroxilase (TH) ¢ um marcador molecular de neuronios dopaminérgicos. A
detecg¢do imuno-histoquimica foi realizada em relagdo ao corpo estriado e a substancia negra.
Para examinar a extensao da desenervagao presente na substancia negra, a imunorreatividade a
TH foi avaliada sobre o lado lesionada e ndo lesionado. Os cortes foram lavados trés vezes com
0,05 M Tris buffer (TB, pH 7.6), o bloqueio da peroxidase endogena foi feito com H>O2 a 3%
em metanol a 10% em TB durante 15 min e depois de lavadas trés vezes em TB. Foram pré-
incubadas durante 30 minutos com soro de cabra normal a 5% (NGS) em Triton 0,3%, os cortes
foram incubados com o anticorpo primario (1:500, anti-TH; Calbiochem, Nottingham, United
Kingdom) em 2% NGS/TB durante a noite a 4°C. Apés trés enxaguadas com TB, os cortes
foram incubados com um anticorpo secundario (biotinylated goat anti-rabbit IgG 1:200, DAKO)
por 2 horas, enxaguados novamente trés vezes com TB e revelados com diaminobenzidine 0,05%
em 0.03% H>O; por 5 min. Apos lavagem com agua destilada, os cortes foram montados em
meio aquoso e cobertos com laminula para posterior examinacdo. Os cortes foram analisados

utilizando-se o programa /mage J (ALVES et al., 2008; HINKLE et al., 2012).

3.7 Imunomarcacio para Iba —1

As microglias sdo células imunocompetentes do cérebro. Para a verificagdo da presenga
e ativagdo destas células (microgliose) foi empregado o marcador de microglia iba-1. A
marcagdo para iba-1 foi realizada em fatias (10pm de espessura e espagamento de 50um)
representativas do estriado. As fatias foram lavadas trés vezes por 5 minutos em PBS, sendo o
bloqueio da peroxidase enddgena feito com H202 1,05% em metanol 10% em PBS, durante 40

minutos a temperatura ambiente (TA). Posteriormente, foram lavadas 3 vezes por 5 minutos em



33

PBS e bloqueadas as proteinas endégenas com uma solu¢do bloqueadora (10% de soro de
cavalo e 1% de Triton X-100 em PBS) por 2 horas a TA. Na sequéncia, as fatias foram incubadas
no anticorpo primdrio anti-iba-1 diluido na solu¢ao bloqueadora (rabbit polyclonal, 1:300;
WAKO, Japao) overnight a 4°C. As fatias foram entdo lavadas 3 vezes por 10 minutos em PBS,
sendo em seguida incubadas com polimero marcado com HRP conjugado com anticorpos anti-
mouse e anti-rabbit (Dako EnVision + Dual Link System-HRP, Dako) por 30 minutos horas a
temperatura ambiente, ¢ lavados novamente 3 vezes por 5 minutos com PBS. A marcagao foi
revelada com 3,3’-diaminobenzidina (DAB Peroxidase Substrate Kit; Dako). A reacdo foi
interrompida, lavando-se as laminas em 4gua destilada. Por fim, ap6s secagem, as laminas
foram mergulhadas em xilol e montadas com entellan (Merck, Alemanha) (JEONG et al., 2013).

Para a quantificacdo da imunorreatividade para iba-1, as laminas foram visualizadas em
um microscopio (Nikon Elipse E200) com aumento de 100x. Foram selecionadas 3 fatias de
cada animal e trés areas em cada fatia, aleatoriamente, e a quantificagdo semi-quantitativa da
densidade optica foi realizada em todas as imagens utilizando o software Image J (NIH,
Bethesda, MD, EUA). A densidade 6ptica final de cada imagem foi dada pela densidade do
branco subtraido da densidade da imagem total. Foi calculada a média dos 3 valores por animal,
e calculada a média dos valores obtidos para o grupo controle, ¢ os demais valores foram

calculados como percentagem desse valor.

3.8 Imunomarcacio para GFAP

A avaliag¢do da astrogliose foi feita pela imunomarcacdo com o anticorpo para GFAP
(Glial fibrillary acidic protein). A marcagdo para GFAP foi realizada em fatias (10 um de
espessura e espacamento de 50 pm) representativas do estriado. As fatias foram lavadas trés
vezes por 5 minutos em PBS, sendo o bloqueio da peroxidase enddgena feito com H>O» 1,05%
em metanol 10% em PBS, durante 40 minutos a temperatura ambiente (TA). Apos lavar 3 vezes
por 5 minutos em PBS e bloquear as proteinas enddgenas com uma solugdo bloqueadora (10%
de soro de cavalo e 1% de Triton X-100 em PBS) por 2 horas a TA. Apos, as fatias foram
incubadas no anticorpo primario anti-GFAP diluido na solu¢ao bloqueadora (goat, 1:200;
Sigma-Aldrich) overnight a 4°C. As fatias foram entdo lavadas 3 vezes por 10 minutos em PBS,
sendo em seguida incubadas com um anticorpo secundario diluido na solugdo de bloqueio
(rabbit anti-goat IgG, 1:200; Sigma-Aldrich) por 2 horas a temperatura ambiente (TA) e lavados

novamente 3 vezes por 5 minutos com PBS. O método avidina-biotina (ABC) (Vector Labs) foi
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utilizado por 30 minutos a TA para a amplifica¢do do sinal. A marcagao foi revelada com 3,3’-
diaminobenzidina (DAB Peroxidase Substrate Kit; Dako). A reagdo foi interrompida, lavando-
se as laminas em agua destilada. Por fim, apds secagem, as laminas foram mergulhadas em xilol
e montadas com entellan (Merck, Alemanha) (BASCO et el.,1981).

Para a quantificacdo da imunorreatividade para GFAP, as laminas foram visualizadas
em um microscopio (Nikon Elipse E200) com aumento de 100x. Foram selecionadas 3 fatias
de cada animal e trés areas em cada fatia, aleatoriamente, ¢ a quantificagdo semiquantitativa da
densidade optica foi realizada em todas as imagens utilizando o software I/mage J (NIH,
Bethesda, MD, EUA). A densidade optica final de cada imagem foi dada pela densidade do
branco subtraido da densidade da imagem total. Foi calculada a média dos 3 valores por animal
e calculada a média dos valores obtidos para o grupo controle, e os demais valores foram

calculados como percentagem desse valor.

3.9 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas pelo Software GraphPad Prism 6.01. Para a
analise estatistica foi inicialmente realizado o teste de normalidade Shapiro Wilk para verificar
se os dados apresentavam distribuicao normal a fim de determinar o uso de testes paramétricos
ou nao paramétricos. Os dados dos testes que apresentaram resultados paramétricos foram
analisados utilizado a andlise de variancia (ANOVA), seguido do teste post hoc de Tukey
(p<0,05) e os resultados foram expressos como média + erro padrao da média. Os dados de
testes ndo paramétricos foram analisados utilizando o teste de Kruskal-Wallis seguidos de post

hoc de Dunn e expressos em mediana e intervalo interquartil.
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4 RESULTADOS

4.1 BBG protegeu ratos parkinsonianos contra déficits motores.

No teste do campo aberto, foi observada uma diminui¢do do nimero de exploragdes
horizontais (crossings) dos animais parkinsonianos, quando comparado aos controles (CTL:
191,9 + 17,72; CTL BBG: 198,50 + 15,97; ROT: 136,7 = 9,71; ROT BBG: 198,8 + 13,94;
p<0,05), confirmando que o modelo ¢ capaz de causar danos motores, ap6s 21 dias de exposi¢ao
(Figura 2). O BBG protegeu contra danos motores causados pela administragdo de rotenona,
sendo possivel verificar que houve um aumento significativo do nimero de crossings dos
animais que receberam BBG em comparagdo ao grupo que recebeu rotenona. O mesmo
resultado foi obtido na anélise da exploragao vertical dos animais (CTL: 12,4 +1,59; CTL BBG:
12,1 +£1,95; ROT: 4,80 = 1,78; ROT BBG: 7,64 £ 1,53; p<0,05), por meio da quantificagdo do
numero de rearings e os animais tratados com BBG também apresentaram uma melhora
significativa em relagdo aos parkinsonianos (Figura 3).

Também foi observado que os animais parkinsonianos apresentaram uma diminui¢ao
significativa da velocidade média, um indicativo de bradicinesia. O tratamento com BBG
protegeu os animais desses déficits induzindo um aumento significativo da velocidade média
em relagdo aos animais parkinsonianos (CTL: 0,176 = 0,022m/s; CTL BBG: 0,200 £ 0,026 m/s;
ROT: 0,061 + 0,006m/s; ROT BBG: 0,146 + 0,027m/s; p<0,05) (Figura 4).
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Figura 2. Efeitos do BBG sobre a atividade locomotora horizontal em ratos parkinsonismos no

teste no campo aberto.
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Os animais foram deixados para explorar o aparato do campo aberto por 5 minutos ¢ o nimero de
crossings foi contabilizado através do software Any-maze, n =10. os valores estdo representados como média +

EPM. a vs. CTL, b vs CTL BBG; p<0,05, ANOVA de uma via e teste de Tukey.

Figura 3. Efeitos do BBG sobre a atividade locomotora vertical em ratos parkinsonismos no

teste no campo aberto.
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Os animais foram expostos a rotenona (2,75mg/Kg) durante 21 dias e tratados com BBG (50mg/Kg) a
partir do sétimo dia de exposi¢do. Apos o 21 dia animais foram deixados para explorar o aparato do campo aberto
por 5 minutos e o numero de rearings foi contabilizado através do software Any-maze, n =10. os valores estao

representados como média + EPM. a vs. CTL, b vs CTL BBG; p<0,05, ANOVA de uma via e teste de Tukey.
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Figura 4. Efeitos do BBG sobre a velocidade média em ratos parkinsonismos no teste no campo

aberto.
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Os animais foram expostos a rotenona (2,75mg/Kg) durante 21 dias e tratados com BBG (50mg/Kg) a
partir do sétimo dia de exposi¢ao. Apos o 21 dia foram deixados para explorar o aparato do campo aberto por 5
minutos e a velocidade média foi medida através do sofiware Any-maze, n =10. os valores estdo representados

como média + EPM. a vs. CTL, b vs CTL BBG, ¢ vs ROT; p<0,05, ANOVA de uma via e teste de Tukey.

4.2 Efeito do BBG sobre a coordenacio motora dos animais (teste do rotarod).

Foi observado uma diminui¢do no tempo de laténcia para queda dos animais
parkinsonianos quando comparados ao grupo controle e controle tratado. Os resultados obtidos
no teste do rotarod mostram que o tratamento com BBG ¢ capaz de prevenir o déficit na
coordenacdo motora induzido pela rotenona em ratos, aumentando o tempo de laténcia para
queda (CTL: mediana: 120s quartil 25: 120s quartil 75: 120s; CTL BBG: mediana: 120s quartil
25: 119s quartil 75: 120s ; ROT: mediana: 52s quartil 25: 33s quartil 75: 100,5s ; ROT BBG:
mediana: 120s quartil 25: 55,5s quartil 75: 120s ; p<0,05) (Figura 5).
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Figura 5. Efeitos do BBG sobre a coordenacdo motora em ratos parkinsonianos no teste do

rotarod.
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Os animais foram expostos a rotenona (2,75mg/Kg) durante 21 dias e tratados com BBG (50mg/Kg) a
partir do sétimo dia de exposicdo. Apos o 21 dia foram colocados no aparato do rotarod a velocidade constante de
20rpm e o tempo de laténcia para queda foi medido, n =10. os valores estdo representados em mediana mais

intervalo interquartil. a vs. CTL, b vs CTL BBG, ¢ vs ROT; p<0,05, Kruskal-Wallis ¢ teste de Dunn.

4.3 Efeito do BBG sobre a deteccao olfatoria de cheiros volateis dos animais (teste da

procura do pellet enterrado).

Os resultados obtidos no teste do pellet enterrado mostram que a rotenona € capaz de
induzir déficit na detecgdo de cheiros volateis, um quadro de hiposmia, apds 7 dias de exposi¢ao
quando comparado aos grupos controles, (CTL: 45,2 + 3,97s; CTL BBG: 31,9 + 4,53s; ROT:
146,0 £ 24,03s; ROT BBG: 117,3 £ 17,04; p<0,05) (Figura 6 A e B) e o BBG foi capaz de
reverter esse déficit ao final do tratamento (CTL: 35,2 + 3,33s; CTL BBG: 36,4 + 3,68s; ROT:
154,6 + 18,32s; ROT BBG: 71,9 + 4,54; p<0,05).
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Figura 6. Efeitos do BBG sobre a hiposmia em ratos parkinsonianos no teste do pellet enterrado.
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Apos um jejum prévio de 16hrs os animais foram colocados em uma gaiola limpa com um pellet de
comida enterrado na maravalha e o tempo para o animal encontrar o pellet foi medido, n=10. (A) Tempo para os
animais encontrarem o pellet enterrado, apds 7 dias de exposi¢do a rotenona e anterior ao inicio do tratamento com
o0 BBG. (B) Tempo para os animais encontrarem o pellet enterrado ap6s 21 dias de exposi¢@o a rotenona e apds o
fim do tratamento com o BBG. Os valores estdo representados como média = EPM. a vs. CTL, b vs CTL BBG; ¢

vs ROT, p<0,05, ANOVA de uma via e teste de Tukey.

4.4 Efeito do BBG sobre comportamento depressivo dos animais (teste de preferéncia por

sacarose).

No teste de preferéncia por sacarose foi observada uma diminui¢do significativa no
consumo de sacarose pelos animais parkinsonianos, assim como uma prote¢ao nos animais
parkinsonianos tratados, demonstrando que o modelo de exposicao a rotenona por 21 dias ¢
capaz de causas comportamentos do tipo depressivo e o tratamento com BBG foi capaz de
proteger contra esse déficit (CTL: mediana: 91,26% quartil 25: 90,61 % quartil 75: 92,39 % ;
CTL BBG: mediana: 93,76% quartil 25: 91,11 % quartil 75: 96,29 % ; ROT: mediana: 67,58 %
quartil 25: 58,19 % quartil 75: 82,99 %; ROT BBG: mediana: 92,20 % quartil 25: 85,02 %
quartil 75: 96,48 % p<0,05) (Figura 7).



40

Figura 7. Efeitos do BBG sobre o comportamento tipo depressivo anedonia, induzido pela

rotenona no teste de preferéncia por sacarose.
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Foi oferecida uma solugdo de 2% de sacarose por 24hrs para os animais e o percentual de preferéncia em
relacdo ao consumo total: dgua e solugdo de sacarose, n =10. Os valores estdo representados como mediana mais

intervalo interquartil. a vs. CTL, b vs CTL BBG, c vs ROT; p<0,05, Kruskal-Wallis e teste de Dunn.

4.5 Efeito do BBG sobre a memoria de trabalho dos animais (Teste do labirinto em Y).

Foi observada uma diminui¢do no percentual de alternancias espontaneas no teste do -
labirinto em Y, indicando um déficit na memoria de trabalho dos animais, apds 21 dias de
administracdo de rotenona no grupo parkinsoniano em relagdo ao grupo controle e controle
tratado. Além disto, o grupo parkinsoniano tratado apresentou um aumento significativo no
numero de alternancias espontaneas, demonstrando que houve prote¢ao ao déficit causado pela
rotenona (CTL: 63,77 + 3,98 %; CTL BBG: 67,5 £+ 5,37%; ROT: 42,83 + 4,18 %; ROT BBG:
58,54 + 4,00 %; p<0,05) (Figura 8).
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Figura 8. Efeitos do BBG sobre a memoria de trabalho no teste do labirinto em Y.
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Os animais foram expostos a rotenona (2,75mg/Kg) durante 21 dias e tratados com BBG (50mg/Kg) a
partir do sétimo dia de exposicdo. Apos o 21 dia foram deixados para explorar labirinto em Y por 8 minutos ¢ a %
do numero alternancias foi calculado, n =10. Os valores estio representados como média + EPM. a vs. CTL, b vs

CTL BBG; p<0,05, ANOVA de uma via e teste de Tukey.

4.6 Efeito do BBG sobre as concentracoes de dopamina no estriado.

Os resultados demonstraram que houve uma diminui¢do significativa nos niveis de
dopamina no corpo estriado dos animais parkinsonianos. O tratamento com BBG foi capaz de
proteger contra esse déficit monoaminérgico, quando comparado ao grupo parkinsoniano (CTL:
2,20 £ 0,15 mg/g; CTL BBG: 2,22 + 0,21 mg/g %; ROT: 1,60 + 0,13 mg/g; ROT BBG: 2,20 +
0,11 mg/g; p<0,05) (Figura 9).
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Figura 9. Efeitos do BBG sobre a concentracdes de dopamina no estriado de ratos

parkinsonianos.

1 T

mg/g de tecido

0- T T
CTL CTL+BBG ROT ROT+ BBG

Os animais foram expostos a rotenona (2,75mg/Kg) durante 21 dias e tratados com BBG (50mg/Kg) a
partir do sétimo dia de exposigdo. Os niveis de monoaminas e metabolitos foram medidos apds 21 dias de protocolo,
n =8. Os valores estdo representados como média = EPM. a vs. CTL, b vs CTL BBG; p<0,05, ANOVA de uma via
e teste de Tukey.
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4.7 Efeitos do BBG sobre a imunorreatividade para TH em animais parkinsonianos.

Os resultados mostrou uma diminui¢do significativa na imunorreatividade para tirosina
hidroxilase no estriado ¢ mesencéfalo, em relacdo aos grupos controle e controle tratado,
demonstrando a lesdo que a exposi¢do a rotenona ¢ capaz de causar aos neurOnios
dopaminérgicos. O BBG demostrou uma protecdo significativa aos danos causados pela
rotenona no mesencéfalo (% da média dos controles: CTL:164,3 + 17,08%; CTL BBG: 176,8
+ 10,85%; ROT: 50,63 + 8,712%; ROT BGG: 103,1 £+ 10,19%, p<0,05) (Figura 10) como no
corpo estriado média dos controles: CTL: 102,0 + 4,075%; CTL BBG: 95,25 + 4,642%; ROT:
75,24 +£4,901%; ROT BGG: 90,97 + 1,592%, p<0,05) (Figura 11).
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Figura 10: BBG atenua a perda da imunorreatividade de tirosina hidroxilase (TH) no mesencéfalo de ratos parkinsonianos.
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(A) Analise semiquantitativa por densidade optica de imunorreatividade para TH no mesencéfalo. (B) Fotomicrografias mostrando imunorreatividade para TH em

cortes coronais do cérebro (aumento de 40x). a vs. CTL, b vs. CTL + BBG, ¢ vs. ROT + BBG, p <0,05, ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey, n = 4.



45

Figura 11: BBG atenua a perda estriatal de Tirosina Hidroxilase em ratos parkinsonianos.
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(A) Analise semiquantitativa por densidade optica de imunorreatividade para TH no estriado. (B) Fotomicrografias mostrando imunorreatividade para TH em se¢des coronais

do cérebro (aumento de 100x). a vs. CTL, b vs. CTL + BBG, ¢ vs. ROT + BBG, p <0,05, ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey, n = 4.



46

4.8 Efeitos do BBG sobre a imunorreatividade para iba-1 em ratos parkinsonianos.

O BBG conseguiu prevenir a microgliose induzida pela rotenona no estriado, observado
pela imunomarcacao para iba-1 (% da média dos controles: CTL: 100,0 £+ 2,655 %; CTL BBG:
103,3 £ 35,75%; ROT: 390,1 + 105,5%; ROT BGG: 113,6 + 22,45%, p<0,05) (Figura 12 A e
B).

4.9 Efeitos do BBG sobre a imunorreatividade para GFAP em ratos parkinsonianos.

O BBG nio conseguiu prevenir a astrogliose induzida pela rotenona, evidenciada pela
densidade de astrocitos marcados com GFAP no estriado (% da média dos controles: CTL:
100,0 £ 9,85 %; CTL BBG: 71,67 + 12,65%; ROT: 196,9 + 29,21%; ROT BGG: 138,8 +
27,97%, p<0,05) (Figura 13 A e B).
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Figure 12: BBG atenua a microgliose no estriado de ratos parkinsonianos.

(A) Analise semiquantitativa por densidade optica de imunorreatividade para iba-q no corpo estriado. (B) Fotomicrografias mostrando imunorreatividade para iba-1

em cortes coronais do cérebro (aumento de 200x). a vs. CTL, b vs. CTL + BBG, ¢ vs. ROT + BBG, p <0,05, ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey, n = 4.
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Figure 13: BBG ndo protege o estriado de ratos parkinsoniamos da astrogliose.
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(A) Analise semi-quantitativa por densidade optica da imunorreatividade para GFAP no estriado. (B) Fotomicrografias demonstrando a imunomarcaggo para astrocitos
(GFAP) em secdes cerebrais coronais (10 uM) do estriado dos animais (aumento 200x), n=40Os valores estdo representados como média + EPM. a vs. CTL, b vs. CTL BBG,

p<0,05, ANOVA de uma via e teste de Tukey.
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5. DICUSSAO

Os resultados do presente trabalho mostraram que o bloqueio dos receptores P2X7 pelo
antagonista Brilliant Blue G (BBG) ¢ capaz de proteger animais da neurodegeneragdo causada
pela rotenona, ap6s 7 dias do inicio da lesdo, antes do surgimento dos sintomas motores. O
BBG protegeu os animais de déficits motores na exploragdo vertical, horizontal, velocidade
média e coordenagdo motora, bem como do comportamento tipo depressivo, déficit de memoria
operacional, diminui¢do dos niveis de dopamina estriatal, degeneracdo dopaminérgica no
estriado e substancia negra e microgliose estriatal.

A doenca de Parkinson (DP) ¢ caracterizada pela deple¢do progressiva dos neuronios
dopaminérgicos, desencadeando sintomas motores € ndo motores (HAYES, 2019)(LATIF et al.,
2021). O modelo animal utilizando rotenona, consegue reproduzir déficits motores,
principalmente devido seu mecanismo de inibi¢do do complexo I mitocondrial causando
citotoxicidade e neuroinflamagao, assim como na DP (DODIYA et al., 2020)(RADAD et al.,
2019).

Um dos mecanismos associados a neurodegeneracao ¢ o ATP, funcionando como
mediador inflamatorio, principalmente por meio da ativagao dos receptores purinérgicos P2X5
(CALZAFERRI et al., 2020). Esses receptores estdo presente, em sua maioria, nas células do
sistema imune, como os macrofagos, células dendriticas e as linhagens B e T, onde o ATP vai
atuar ativando essas células por meio da abertura de canais idnicos com influxo de Ca™ e Na*
e efluxo de K" (ADINOLFI et al., 2017)(LINDEN; KOCH-NOLTE; DAHL, 2019).

O déficit motor progressivo € o principal achado clinico DP e engloba tremor de repouso,
acinesia, rigidez muscular, instabilidade e anormalidades posturais que acarretam problemas de
marcha, levando a dificuldade de iniciar e realizar movimentos e se locomover, comprometendo
a autonomia e qualidade de vida dos pacientes(KATUAL; HARIKUMAR, 2017). Os testes
campo aberto e rotarod foram utilizados para avaliar déficits na atividade locomotora e
coordenacdo motora, respectivamente.

A exposicdo a rotenona foi capaz de induzir déficits motores na atividade exploratoria
horizontal, vertical e velocidade média, um indicativo de um quadro de bradicinesia, bem como
no coordenagdo motora, assim como ja descrito na literatura (TSENG et al., 2019) (WANG et
al., 2020). O tratamento com BBG foi capaz de proteger os animais dos déficits motores
causados pela rotenona. Ren e colaboradores (2021), demonstraram que o BBG, administrado

anteriormente a lesdo, por via intraperitoneal na concentracao de 100mg/kg, ¢ capaz de proteger
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camundongos C57BL/6, contra danos motores causados pela exposicdo intraperitoneal de
MPTP e protocolo de estresse cronico durante 4 semanas num modelo de parkinsonismo e
depressao. A protecao contra déficits motores observada foi associada a prote¢ao contra a perda
de neurdnios dopaminérgicos na substancia negra pars compacta € uma diminuicao da atividade
microglial (MUSTAPHA; TAIB, 2021)(REN et al., 2021).

A DP engloba ainda diversos sintomas ndo motores que pioram com a progressao da
doenca ¢ podem ser mais incapacitantes que a sintomatologia motora, esses sintomas
geralmente com inicio anterior ao surgimento de sintomas motores em 10 a 20 anos,
compreendendo um periodo designado fase prodromica (FERESHTEHNEJAD et al., 2019).
Dentre os sintomas mais recorrente estdo os déficits olfatorios, que podem anteceder alguns
anos aos sintomas mais caracteristicos, sdo caracterizados por hiposmia e anosmia, que sao
perda parcial e total do olfato, respectivamente (DECOURT et al., 2021).

O déficit olfatorio foi avaliado neste trabalho por meio da andlise da capacidade de
detecgdo de cheiros volateis com o teste de pellet enterrado (BALESTRINO; SCHAPIRA, 2020)
(SULPHATE, 1971). O modelo utilizado foi capaz de induzir hiposmia nos animais apds 7 dias
de exposi¢do, assim como ja descrito na literatura, com camundongos expostos a rotenona que
se estendeu pelos 21 dias de exposi¢dao (LIU et al., 2015). Vale ressaltar que esses déficits
precedem o surgimento dos problemas motores, assim como observado em pacientes com DP
(SCHAPIRA; CHAUDHURI; JENNER, 2017) e foi utilizado como marco para inicio do
tratamento.

O antagonismo do BBG foi capaz de reverter os déficits olfatorios, sendo este um estudo
pioneiro, demonstrando que o antagonismo de P2X7 foi capaz de reverter esses déficits. Na
literatura ja se sabe da existéncia de receptores P2X7 no bulbo olfatorio. Gao e colaboradores
(2019) demonstraram em um estudo com ratos knockout P2X;R o papel importante dos
receptores nos processos inflamatdrios do bulbo olfatério, de modo que os animais com
receptores possuem muito mais citocina pro-inflamatorias como IL-1B, podendo associar a
reversao dos déficits olfatorios a uma diminui¢do do processo inflamatoério no bulbo (YU et al.,
2008)(GAO et al., 2019).

A depressdo ¢ considerada um dos sintomas ndo motores que mais afetam os pacientes
com doenga de Parkinson, e ¢ apontada como um mal progndstico para a evolugao da doenca,
estando associada a evolucdo mais rapida do comprometimento motor (RAVINA et al.,
2007)(TRAN et al, 2020)(JANKOVIC; TAN, 2020). O presente trabalho avaliou o
comportamento do tipo depressivo dos animais através do teste de preferéncia por sacarose. A

literatura ja relata que a administracdo intraperitoneal de rotenona ¢ capaz de causar
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diminuicdo na preferéncia por sacarose, indicando um quadro de anedonia (MADIHA;
HAIDER, 2019). O tratamento com o BBG foi capaz de proteger esses animais da anedonia
causada pela exposicao a rotenona. Nossos achados corroboram como o de Ren e colaboradores
(2021), que mostram que o tratamento com o antagonismo dos receptores P2X7 pelo BBG
protegeu camundongos da depressdo causados pela exposi¢do intraperitoneal de MPTP e
protocolo de estresse cronico durante 4 semanas num modelo de parkinsonismo e depressdo, a
protecao conferida pelo BBG foi associada a diminui¢ao do processo neuroinflamatorio. Ja se
sabe que a depressao possui uma forte relacdo a um estado superativado do sistema imune o
que justifica a sua presenca em muitas doencas neurodegenerativas como Parkinson e
Alzheimer, assim como as desordens monoaminérgicas presentes na fisiopatologia dessas
condi¢des (REUS et al., 2016)(REN et al., 2021)(TROUBAT et al., 2021).

O pacientes com DP podem apresentar certo comprometimento cognitivo, assim como
em outras doencas neurodegenerativas, como Alzheimer, isso se deve principalmente ao papel
desempenhado pela dopamina no processo de consolidacdo da memoria e aprendizado, alguns
estudos sugerem que a dopamina possui um importante papel na consolidacdo de memorias,
através do circuito entorrinal-hipocampal (LEE et al., 2022) onde a dopamina facilita a inser¢ao
de informagdes nesse circuito. Sabe-se que quando liberada no hipocampo dorsal, a dopamina
se liga a receptores D1 e D5 e promove agdes importantes como formacdo de memoria
episodica, aprendizado espacial e plasticidade. (KEMPADOO et al., 2016)(YAMASAKI;
TAKEUCHI, 2017).

Investigou-se ainda a memoria de trabalho dos animais, que ¢ considerada um processo
de armazenamento de informagdes a curto prazo para o desenvolvimento de determinada
atividade, como no processo de leitura, estes que sdo afetados em pacientes com parkinsonismo
(D’ESPOSITO, 2015)(WILLIAMS; STORMER, 2021). Utilizou-se o teste do labirinto em Y,
que utiliza a atividade exploratdria dos roedores para a avaliagdo da memoria de trabalho e
observou-se que a administracao de rotenona, por via intraperitoneal, foi capaz de comprometer
a memoria operacional dos animais, assim como ja descrito na literatura (DONG-JUN, 2019)
(JTA et al., 2014).

O tratamento com BBG foi capaz de proteger os animais contra os danos na memoria
de trabalho causados pela exposicdo a rotenona. Trabalhos mostram que o bloqueio dos
receptores P2X7 pode contribuir para a protecdo contra danos a memoria. Carmo e
colaboradores (2014) mostraram que o BBG na dose de 50mg/kg foi capaz de proteger ratos
Wistar de déficits na memoria aversiva de curto e longo prazo e a memoria espacial no modelo

hemi-parkinsonismo induzido pela injecao intraestriatal de 6-hidroxidopamina, e essa melhora
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pode estar relacionada com a diminuicdo do processo neuroinflamatério, além da protecao
contra morte dos neuronios dopaminérgicos (CARMO et al., 2014).

A dopamina ¢ um elemento central na fisiopatologia da DP, sendo seu principal marco
fisiopatologico a neurodegeneragao dopaminérgica progressiva, com morte dos neurdnios
dopaminérgico na substancia negra, acarretando em uma diminui¢do das concentracdes de
dopamina do corpo estriado (JANKOVIC; TAN, 2020)(RIETDIJK et al., 2017)(STOESSL et
al., 2020).

Neste trabalho, a transmissao dopaminérgica foi avaliada sob duas perspectivas: através
da quantificagdo de dopamina por HPLC e por meio de analise imuno-histoquimica para
tirosina hidroxilase (TH), que ¢ uma enzima responsavel pela conversao de tirosina em L-3,4-
di-hidroxifenilalanina (L-DOPA) e ¢ utilizada como um marcador de atividade dos neurdnios
dopaminérgicos (NAGATSU et al., 2022)(DIETER; FEIXUE; KHALED, 2022). A rotenona
foi capaz de induzir a morte dos neurdnios dopaminérgicos no estriado e substincia negra no
mesencéfalo com consequente diminui¢ao das concentragdes de dopamina no corpo estriado,
assim como na DP. A rotenona causa a morte dos neuroénios dopaminérgicos principalmente
devido o dano mitocondrial e consequente quadro de estresse oxidativo e inflama¢ao (ARAB;
SAFAR; SHAHIN, 2021)(BALAKRISHNAN et al., 2021)(DODIYA et al., 2020).

O antagonismo do receptor purinérgico P2X7 pelo BBG protegeu os animais da
neurodegeneracao dopaminérgica do estriado e substancia negra e consequente diminuicao do
contetdo de dopamina. J& se sabe que a super ativagdo dos receptores P2X7 € responsavel por
uma série de eventos responsaveis pela morte neuronal em processos neurodegenerativos.
Trabalhos anteriores, como o de Ferrasoli e colaboradores (2017) e Fonteles e colaboradores
(2020), mostraram que a administragao intraperitoneal de 50mg/kg por 7 dias e 45mg/kg por
22 dias de BBG, respectivamente, ¢ capaz de proteger ratos Wistar da degeneragdo
dopaminérgica no modelo de hemi-parkinsonismo induzido por 6-OHDA (FERRAZOLI et al.,
2017; FONTELES et al., 2020).

No contexto atual, ndo se sabe exatamente qual o fator responsavel por essa
vulnerabilidade dos neuronios dopaminérgicos, mas acredita-se que o dobramento inadequado
de proteinas, como a a-sinucleina, a neuroinflamacdo e o estresse oxidativo estariam
relacionados com essa perda neuronal (MASATO et al., 2019)(ABRAHAM et al.,
2021)(SEGURA-AGUILAR et al., 2014)(LATIF et al., 2021).

O processo neuroinflamatério ¢ um dos principais processos fisiopatologicos
envolvidos nas doencas neurodegenerativas, ndo sendo diferente na DP. A neuroinflamacao foi

avaliada por meio de imuno-histoquimica para iba-1, uma proteina que ¢ expressa em grande
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quantidade em células de microglia e macrofagos para a avaliagdo da microgliose e GFAP, uma
proteina constituinte dos filamentos intermediarios expressa em abundancia por astrdcitos, para
avaliacdo da astrogliose. Na literatura, ¢ possivel identificar que diversos trabalhos mostrando
que a exposicao a rotenona induz astrogliose e microgliose significativas, assim como neste
trabalho (DODIYA et al., 2020) (DONG-XIN et al., 2020) (SUN et al., 2020).

O tratamento com BBG foi capaz de atenuar a microgliose causada pela rotenona, de
maneira significativa, demonstrando a importancia da ativagdo do receptores P2X7 para a
estimulagdo do processo inflamatoério, esses achados corroboram com o que ja foi descrito na
literatura em alguns estudos (OLIVEIRA-GIACOMELLI et al., 2019) (CARMO et al., 2014).
Muito embora ndo tenha sido observado significancia estatistica, foi observado que o BBG foi
capaz de reduzir consideravelmente ativacdo de astrécitos quando comprados aos animais
apenas expostos a rotenona. Ja se sabe que essa estimulacdo imunoldgica ocorre, pois o
receptor P2X7 funciona como um canal i6nico e quando ativado, sob altas concentragdes do
ATP, funciona como um poro, permitindo a passagem de diversas moléculas e exerce um
processo despolarizagdo celular ativando as mais diversas células do sistema imune. (ILLES et
al., 2020)(JIMENEZ-MATEOS et al., 2019)(SLUYTER, 2017)(ILLES, 2020).

Além disso, os receptores possuem um importante papel na liberacdo de substancias
pro-inflamatdrias como IL-1P, pois a ativagdo do P2X7 causa efluxo de K* fazendo com que a
caspase 1, presente no inflamassoma NLRP3, converta o mediador pro- IL-13 em IL-1P na
forma ativa e essa cascata ¢ responsavel pela super ativacdo do sistema imune, gerando um dos
principais achados nas doengas neurodegenerativas, a neuroinflamacdo (KELLEY et al.,
2019)(HUANG; XU; ZHOU, 2021)(BIASIZZO; KOPITAR-JERALA, 2020).

Assim, os resultados obtidos neste trabalho demostram que o bloqueio dos receptores
P2X7 pelo antagonista Brilliant Blue G possui papel neuroprotetor contra déficits motores e ndo
motores, degeneracao dopaminérgica pelo controle da neuroinflamac¢ao mesmo quando iniciado
numa fase similar a fase prodromica da DP, podendo servir como uma nova estratégia
medicamentosa para a DP, bem como para outras doencas neurodegenerativas, uma vez que o
processo inflamatorio estd envolvido na fisiopatologia de diversas doengas neurodegenerativas.
O trabalho demonstrou que o BBG foi capaz de proteger os animais contra danos motores e nao
motores, quando tratados no inicio do protocolo, antes do surgimento dos sintomas motores,
esse € um dos achados inéditos deste trabalho, enfatizando a importancia do sistema purinérgico
para a consolidacdo e evolugcdo da DP. Assim como o fato de o0 BBG conseguir reverter os

déficits olfatérios que sdo um dos principais achados iniciais da DP na clinica.
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6. CONCLUSAO

O Brilliant Blue G (BBQG), antagonista dos receptores P2X7, demonstrou efeito
neuroprotetor contra a neurotoxicidade induzida pela exposi¢cdo a rotenona, um modelo de
parkinsonismo experimental.

Os resultados obtidos com o protocolo sugerem que o bloqueio dos receptores P2X5,
mesmo quando iniciado numa fase similar a fase prodromica da DP ¢ capaz de proteger do
desenvolvimento de déficits motores, déficits olfatorios, comportamento tipo depressivo e de
memoria através do controle da neurodegeneragdo por vias relacionadas a neuroinflamagao.

Assim, os resultados indicam que o bloqueio dos receptores P2X7; pode ser uma

estratégia terap€utica promissora para o tratamento da Doenca de Parkinson.
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