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RESUMO

ALTERAQ@ES NA MOTILIDADE GASTRINTESTINAL NO MODELO DE
DOENCA DE PARKINSON INDUZIDA POR 6-OHDA EM RATOS. José Cirlanio
Sousa Albuquerque. Dissertacdo de Mestrado em Biotecnologia — Universidade Federal do
Ceara — fevereiro de 2015.

Distarbios gastrintestinais como retarde do esvaziamento gastrico (EG) é uma das alteracbes
fisiolégicas comumente encontradas em pacientes com DP, reduzindo as respostas
terapéuticas tendo em vista uma diminuicdo na absorcdo dos nutrientes e farmacos, podendo
agravar o quadro clinico do paciente. Neste estudo, avaliou-se os efeitos da DP induzida sobre
as alteracdes da motilidade gastrintestinal (Esvaziamento Gastrico - EG; Transito Intestinal —
Tl e Complacéncia Gastrica — CG) e vias neurais envolvidas em tais alteragdes em ratos.
Foram utilizados 96 ratos Wistar machos (250 — 300 g) divididos em grupos: Controle (salina)
e DP (6-OHDA), o grupo DP submetido a injecdo intraestriatal de 6-OHDA (21 pg/animal).
A inducéo da DP foi validada pela administracdo de apomorfina (3mg/kg). No 14° dia apés a
inducdo da DP, procedeu-se aos estudos de EG nos tempos 10, 20 ou 30 min pos-prandial, 0s
estudos do TI no tempo 20 min e CG. Para determinacdo da taxa de EG, 1,5ml de uma
refeicdo teste (vermelho-fenol 0,5mg/ml em glicose-5%) foi administrada via gavagem. O TI
foi determinado com administracdo direta da refeicdo no duodeno. J& a CG foi avaliada
utilizando um sistema de barostato a 4, 8 e 12 cm de pressdo de distensdo gastrica. Foram
realizadas cirurgias de vagotomia e esplancnotomia a fim de investigar o possivel
envolvimento destas vias nas alteracGes gastrintestinais mediante a DP. Os dados,
médiatEPM, foram analisados pelo teste “t” de Student (P<0,05). A DP retardou 0 EG em
24,85 % no tempo 10min, 23,96% no tempo 20min e 19,07% no tempo 30 min. A DP
também promoveu retarde de 30,93% no TI. Nao foram observadas variacGes significativas
na CG. Verificou — se que o retarde do esvaziamento gastrico pode ser revertido por um pre-
tratamento de vagotomia e esplancnotomia e gangliectomia celiaca, sugerindo o envolvimento
de tais vias no retarde do esvaziamento gastrico observado no grupo DP. Portanto, 0s
resultados sugerem que o modelo de inducdo da DP por 6-OHDA é capaz de promover
retarde do esvaziamento gastrico, retarde do transito intestinal, contudo, ndo exerce influéncia
sobre a complacéncia gastrica e que o retarde do esvaziamento gastrico foi revertido com o

tratamento pré-cirurgico de vagotomia e esplancnotomia.

Palavras-chave: Doenga de Parkinson; 6-Hidroxidopamina; Motilidade gastrintestinal; Rato.



ABSTRACT

CHANGES IN MOTILITY GASTROINTESTINAL DISEASE MODEL PARKINSON
INDUCED BY 6-OHDA IN RATS. José Cirlanio Sousa Albuquerque. Dissertation in
Biotechnology - Federal University of Ceara - February 2015.

Gastrointestinal disorders such as delayed gastric emptying (GD) are one of the physiological
changes commonly found in patients with PD, reducing therapeutic responses in view of a
decrease in the absorption of nutrients and drugs, which may aggravate the patient's clinical
condition. In this study, the effects of PD induced on changes in gastrointestinal motility
(Gastric Emptying - EG, Intestinal Transit - Tl and Gastric Complacency - CG) and neural
pathways involved in such alterations in rats were evaluated. 96 male Wistar rats (250-300 g)
were divided into groups: Control (saline) and DP (6-OHDA), the DP group undergoing
intrastriatal injection of 6-OHDA (21 pg / animal). The induction of PD was validated by
administration of apomorphine (3mg / kg). On the 14th day after PD induction, studies of EG
were performed at the 10, 20 or 30 min postprandial time, the IT studies in the 20 min and CG
time. To determine the EG rate, 1.5ml of a test meal (red-phenol 0.5mg / ml in glucose-5%)
was administered via gavage. T1 was determined with direct administration of the meal to the
duodenum. CG was evaluated using a barostat system at 4, 8 and 12 cm of gastric distension
pressure. Surgeries of vagotomy and splanchnotomy were performed in order to investigate
the possible involvement of these pathways in the gastrointestinal alterations through PD.
Data, mean + SEM, were analyzed by Student's t-test (P <0.05). DP delayed the EG in
24.85% in the time 10min, 23,96% in the time 20min and 19,07% in the time 30min. The DP
also promoted a delay of 30.93% in IT. There were no significant variations in CG. It was
verified that the delay of gastric emptying can be reversed by a pre - treatment of vagotomy
and splanchnotomy and celiac gangliectomy, suggesting the involvement of such pathways in
the delay of the gastric emptying observed in the DP group. Therefore, the results suggest that
the 6-OHDA induction model of PD is able to promote delayed gastric emptying, delayed
intestinal transit, however, has no influence on gastric compliance and that delayed gastric

emptying was reversed with Preoperative treatment of vagotomy and splanchnotomy.

Keywords: Parkinson's disease; 6-hydroxydopamine; Gastrointestinal motility; Rat.
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1. INTRODUCAO

A doenga de Parkinson (DP) foi inicialmente descrita por James Parkinson em
1817 (SAMII et al, 2004). A DP é uma patologia neurodegenerativa progressiva com taxa de
prevaléncia aproximada de um caso em cada 300 pessoas (SCHAPIRA et al., 2006). A média
de idade para ocorréncia da DP é de aproximadamente 55 anos e o risco de desenvolvimento
aumenta em cinco vezes por volta dos 70 anos de idade (HALD E LOTHARIUS, 2005).

A DP é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum depois da doenca de
Alzheimer e seus principais sintomas sdo: tremores, rigidez e bradicinesia. Além desses,
outros sintomas surgem durante a progressdo da doenca, tais como a instabilidade postural,
disfuncdo autonémica, déficits cognitivos, distdrbios psiquiatricos, sintomas sensoriais e
disturbios do sono (BLIN et al., 2014).

Atualmente, sdo estimados 7 a 10 milhGes de casos dessa doenca no mundo,
ocasionando uma incapacidade severa apés 10 a 15 anos causando um impacto social e
financeiro elevado, particularmente na populacdo mais idosa (PARKINSON’S DISEASE
FOUNDATION, 2013).

A principal caracteristica neuropatolégica da DP sdo a lesdo dos neurénios
dopaminérgicos, os quais estdo localizados na parte compacta da substancia negra (PCSN),
que enviam projecdes para 0s nucleos da base cuja degeneracdo provoca uma reducdo dos
niveis quantitativos de dopamina no estriado (HIRSCH et al., 1992) e o aparecimento de
inclusdes eosindfilas citoplasmaticas denominadas corpos de Lewy, compostas pelo acimulo
das proteinas a-sinucleina e ubiquitina (BLANDINI et al., 2000). A DP afeta drasticamente
diversas regibes do encéfalo, incluindo o nucleo pigmentado no mesencéfalo e tronco
cerebral, tubérculo olfatdrio, cortex cerebral e elementos do sistema nervoso periférico (Braak
et al., 2006).

Estudos demonstram que a DP também influencia sobre o sistema nervoso
entérico (SNE) o qual é formado por uma rede neural integrada, organizada em dois plexos
ganglionares: plexo miontérico (PM) e plexo submucoso (PS), formado por neurdnios e
células da glia. Os neurdnios do PM controlam a atividade da musculatura lisa do intestino e
os do PS, controlam a liberacdo de secregdes. Essa regulacdo das fungdes gastrintestinais é
dependente da liberacdo de neurotransmissores especificos: peptideo intestinal vasoativo,
oxido nitrico, acetilcolina e substancia P, entre muitos outros (SCHEMANN; NEUNLIST,

2004). H& ainda neurénios dopaminérgicos que parecem exercer funcao inibitéria no intestino
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de roedores. Estudos recentes propoem que a dopamina é capaz de atuar como um modulador
negativo da motilidade gastrintestinal, por inibig&o da libertacdo de ACh a partir de neurdnios
colinérgicos que expressam receptores de dopamina D2 (LI et al., 2006).

A DP induz upregulation de receptores dopaminergicos e é possivel que este
aumento exercega influencia sobre a motilidade gastrintestinal em pacientes parkinsonianos.
Embora seja pouco compreendida, é imprecindivel o conhecimento da fisiopatologia da DP e
suas repercussdes sobre o Trato Gastrintestinal (TGI) (TIAN et al., 2008).

Apesar de terem sido realizados diversos estudos sobre a neuropatologia da
DP, poucos estudos tém sido realizados abordando sua fisiopatologia ao nivel gastrintestinal.
A elucidacdo dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia gastrintestinal da DP permitira
diagnosticar com maior precisdo os distarbios e viabilizar descobertas de intervencoes
farmacoldgicas para tratamento.

O modelo de indugdo da DP por 6-OHDA é um dos modelos mais utilizado
devido este composto apresentar semelhanca estrutural com a dopamina e sua administracéo
ser de facil reproducdo (BOVE et al., 2005). Diante disso, visamos avaliar os distdrbios da

motilidade gastrintestinal em ratos a partir do modelo de inducédo da DP por 6-OHDA.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Histdria da doenca de Parkinson

A primeira descricdo médica da DP foi feita por James Parkinson em sua
monografia publicada em 1817, denominada “An essay on the Shaking Palsy”. James
Parkinson descreveu precisamente os sinais motores apresentados por seis pacientes como
paralisia agitante, além de outros sintomas ndo motores (CHAUDHURI et al., 2006).

Antes de James Parkinson, Sylvius de La Boe (séc XIII) havia diferenciado o
tremor em repouso de outros tipos de tremores. Em 1880, Charcot diferenciou duas patologias
que eram bastante confundidas: a esclerose multipla e a paralisia agitante, denominando a
Gltima de DP. Charcot descreveu parte dos sinais motores da DP gue sdo conhecidos até hoje:
rigidez muscular, micrografia e postura arqueada e descreveu a natureza progressiva da

doenca em trés estagios que deveriam se manifestar no decorrer de 30 anos: fase inicial da
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doenca, fase intermediéria e fase de manifestacdo completa da sintomatologia (GOEDERT et
al., 2012).

Arvid Carlsson em 1958, descobriu o sistema dopaminérgico no cérebro de
mamiferos e descreveu os neur6nios dopaminérgicos da substancia negra parte compacta
(PCSN) como componentes da via dopaminérgica nigroestriatal.

Estas descobertas implicaram em outras duas: primeira, a neurodegeneracao
dos neurdnios dopaminérgicos da (PCSN) diminui a liberagdo de dopamina (DA) no estriado
e é responsavel pela maioria dos sinais motores do parkinsonismo induzido em roedores;
segunda, a administracdo do precursor de dopamina levodopa alivia a maioria desses sinais
(DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

2.2. Epidemiologia da Doenca de Parkinson

A DP ¢ a segunda doenga neurodegenerativa mais prevalente em humanos
sendo precedida apenas pela doenca de Alzheimer (OMS, 2008). A DP ocorre em
aproximadamente 2% das pessoas com idade superior a 65 anos, mas estima-se que essa taxa
de prevaléncia possa esté entre 10 a 13% da populacdo (MUANGPAISAN et al., 2011).

A DP causa um forte impacto nos sistemas de satide mundial, provocando um
gasto estimado de US$ 11 bilhdes em 2004. As despesas dobram quando o0 paciente é
parkinsoniano. Além do mais, as despesas aumentam com o quadro evolutivo da doenca.
Pois, o paciente parkinsoniano apresenta mais admissfes hospitalares, internagdes mais
longas, maiores gastos com médicos e medicacdo. De forma indireta, outros gastos se
associam a DP, por exemplo, a reducdo da produtividade por parte dos parentes e das pessoas
que cuidam de individuos com a doenca (DOWDING et al., 2006).

A DP apresenta distribuicdo homogénea entre grupos étnicos e classes
socioecondmicas, no entanto, os individuos do género masculino sdo mais propensos ao
acometimento por essa doenca. Em 2040 aproximadamente, a DP podera ser a segunda causa
de morte mais comum, ultrapassando os casos de neoplasia maligna. No Brasil, um
levantamento epidemioldgico realizado constatou que 3,3% da populacdo possui DP
(BAUMANN, 2012).
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2.3. Manifestagdes clinicas da Doenca de Parkinson

A DP ¢ caracterizada por altera¢cbes motoras e ndo motoras e seu diagnostico €
essencialmente sintomatoldgico, sendo realizado apenas por exame post-mortem, pela
constatacdo de morte de neurdnios dopaminérgicos da SNpc e presenca dos corpos de Lewy.
(JANKOVIC, 2008).

Tremor € o primeiro sintoma aparente e que diferencia a fase inicial da DP de
outras sindromes. A rigidez muscular promove o aumento da resisténcia muscular a amplitude
de movimento passivo de uma articulagdo. Dificuldades de locomocéo é o sinal primério da
DP, e se agravam com o envelhecimento e desuso muscular ocorrendo alteragbes musculo
esquelética o que causa fraqueza, perda de massa 0ssea e muscular, reducdo da flexibilidade
muscular e amplitude de movimento articular, podendo chegar a instalacdo de deformidades,
bem como deficiéncias cardiopulmonares (BARTOLIC et al.,2005; GILADI, 2009; KING &
HORAK, 2009; KWAKKEL et al., 2007; YU et al.,2006).

A DP estd associada a outras manifestacdes clinicas que vao além dos
disturbios motores, como: disturbios do sono, alteracbes gastrintestinais alteracdes
autondmicas, alteracbes sensoriais, cognitivas e psiquiatricas. Esses sintomas ndo motores
indicam o acometimento de regiGes cerebrais distintas da (PCSN) e suas projecdes. A
degeneracdo no bulbo e no ndcleo olfatério anterior causam as alteracdes olfatorias e que
parece ser o primeiro sintoma ndo motor evidente (BRAAK et al., 2003; GAO et al., 2011;
SHI et al., 2010; MARRAS & LANG, 2008).

Cerca de 80% dos parkinsonianos sao atingindos por bradicinesia, cujo
sintoma € o mais tipico dos disturbios de movimento, ocorre também a diminuicdo da
velocidade do movimento voluntario, causando dificuldade de realizar tarefas sequenciais e
repetitivas. A instabilidade postural promove a perda da habilidade de manter o centro de
massa corporal equilibrado quando envolve a transferéncia de peso ou outras atividades e € a
causa mais comum de quedas, aliada a outros sintomas da DP, tais, como: alteracbes
sensoriais de integracdo visual, vestibular e proprioceptiva contribuindo desta forma, para o
aumento da morbidade dos pacientes (MARTINOLLI et al., 2011).

As alteracdes intranigrais sao acompanhadas de degeneracdo em outras regides
como nucleos dos nervos vago e glossofaringeo, zona reticular intermediaria, nicleos da rafe,
complexo ceruleussubceruleus, diversos nucleos do talamo, amigdala, bulbo olfatério e
neocortex (BRAAK & BRAAK, 2000; BRAAK et al., 2003).
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2.4. Tratamentos medicamentoso e cirargico

Vérios modelos de tratamento farmacoldgico, cirdrgico, transplante celular e
ndo farmacoldgico estdo sendo utilizados e estudados. No tratamento farmacoldgico, a droga
mais utilizada € a levodopa (substituto da dopamina). No entanto, esta estabelecido que o uso
prolongado da terapéutica dopaminérgica embora melhore a funcdo motora, pode ocasionar
flutuacBes na resposta motora que sdo irreversiveis (BONNET, 2000; KEMPSTER, 2010).

O tratamento da DP é medicamentoso e os farmacos séo classificados pelo
mecanismo de acdo. O efeito resultante dos diferentes mecanismos é o restabelecimento de
equilibrio entre vias colinérgicas e dopaminérgicas. Os medicamentos mais utilizados sdo: 0s
anticolinérgicos que antagonizam a via colinérgica, ao contrario dos demais que acentuam
receptores de dopamina. A levodopa é convertida em dopamina, principal neurotransmissor
depletado e a ela se associa inibidores da dopa descarboxilase (carbidopa ou benserazida) que
impedem sua transformacao periférica em dopamina; os inibidores da Mao — B, que inativam
irreversivelmente a enzima responsavel pelo metabolismo da dopamina, aumentando portanto,
a neurotransmissdo dopaminérgica; os inibidores da catecol — O - metiltransferase (COMT),
0s quais inibem a enzima que metaboliza levodopa central e perifericamente, aumentando sua
oferta para o estriado e a amantadina, que aumentando a liberacdo de dopamina dos terminais
intactos e inibe sua recapitacdo, afetando os receptores pos-sindpticos e ainda alterando a
afinidade dos receptores a dopamina (BLOEM, 1992).

A DP por ser uma doenca neurologica de carater crénico e progressivo, que se
prolonga por muitos anos e até mesmo por décadas, com o decorrer do tempo verifica-se a
perda crescente da eficAcia medicamentosa. Para um consideravel nimero de casos,
dependendo das condicdes fisicas e emocionais de cada paciente, outro tipo de tratamento
podera ser indicado: O tratamento cirdrgico € uma importante possibilidade terapéutica atual
sustentada por significativo progresso cientifico e tecnoldgico. Estes avangos proporcionaram
o melhor conhecimento da doenca, o entendimento de como a cirurgia pode interferir para
alivia-la e os meios mais seguros para fazé-la. O tratamento cirargico para a DP destina-se
aqueles pacientes que ndo se beneficiam ou que ndo mais toleram os medicamentos para trata-
los. Apesar de todos 0s avangos no tratamento medicamentoso da DP, a experiéncia mostra
que esta doenca é um processo evolutivo, cronico e que ao longo dos anos perde a resposta

favoravel e eficaz as drogas. A opgdo pelo tratamento cirdrgico destina-se aqueles
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parkinsonianos que estdo sofrendo muito, pelo grau de incapacidade fisica e que estdo
apresentando-se insatisfeitos como o0s resultados do tratamento medicamentoso. Os
tratamentos cirdrgicos acarretam riscos e ndo podem ser utilizados na maioria dos pacientes
(WADE, et al., 2003).

O tratamento cirtrgico deve situar-se bem antes do ponto da total exaustdo e
esgotamento de resposta aos recursos medicamentosos. Porém, o tratamento cirdrgico deve
ser considerado quando ainda existam condicGes fisicas de salude geral apropriada ao ato
cirlrgico e também porque se tera tempo de sobrevida para que o paciente usufrua os
beneficios da melhora. A palidotomia esté indicada nas formas complicadas com flutuagdes e
discinesias que ndo foram satisfatoriamente controladas com as medidas j& anteriormente
mencionadas. O efeito dos dois tipos de cirurgia € notado logo no pds-operatdrio e pode durar
por dois anos ou mais (LANG et al, 1997).

A Estimulacdo Cerebral Profunda é uma cirurgia de tratamento que envolve a
implantacdo de um dispositivo médico denominado marcapasso cerebral, que envia impulsos
elétricos para partes especificas do cérebro (KRINGELBACH, 2007).

2.5. Sistema nervoso entérico (SNE) e a Doenca de Parkinson

Walter Cannon foi pioneiro nos estudos da motilidade gastrintestinal,
enfatizando o processamento cerebral das funcdes gastrintestinais. Atualmente, hd um maior
reconhecimento de que o eixo intestino-cérebro é composto de comunicacdes bidirecionais:
conexdes neurais, hormonais e imunologicas que garantem a homeostase do organismo. Dessa
forma, a disfuncdo desse eixo pode levar a consequéncias patologicas (CRYAN; DINAN,
2012).

Existe entre 200 a 600 milhGes de neurébnios no SNE humano,
aproximadamente o mesmo numero de neurdnios presentes na medula espinhal. A
complexidade do SNE ndo é surpreendente quando se considera que a superficie
gastrintestinal ¢ 100 vezes maior que a superficie da pele, possui a maior populacdo de
microrganismos comensais e apresenta 2/3 das células do sistema imune de todo organismo
(MAYER, 2011).
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As primeiras associagdes da DP e o acometimento do SNE foram realizadas
por Qualman et al. (1984) e Wakabayashi et al. (1990). No entanto, apenas com os estudos de
Braak et al. (2006), o assunto voltou a ser investigado. Portadores da DP apresentam diversos
sintomas associados as disfungbes gastrintestinais. Os mais comuns sdo: constipacao,
dificuldade de mastigacdo, retardo do esvaziamento gastrico, boca seca ou excesso de
salivacdo, disfagia e refluxo gastroesofagico (CERSOSIMO et al., 2012).

Apesar grande quantidade de estudos envolvendo modelos animais da DP
baseados em neurotoxinas e seus efeitos no SNC, poucos estudos incluem o SNE. Em 2007,
Anderson et al. encontraram reducdo de 40% dos neurbnios dopaminérgicos no célon de
camundongos que receberam administracdo aguda de 1-metil-4 fenil- 1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), bem como aumento da motilidade do co6lon, mas nenhuma
alteracdo no esvaziamento gastrico, ao contrario do que é observado na clinica. Em um
modelo de administracdo cronica do MPTP em primatas ndo humanos foi observado um
aumento do namero de neurdnios nitrérgicos e uma reducdo do numero de neurbnios

dopaminérgicos no plexo submucoso.

2.6. Disturbios gastrintestinais da Doenca de Parkinson

Os portadores da DP, apresentam ainda, diversos sintomas associados as
disfuncBes gastrintestinais, 0s sintomas mais comuns sdo: constipacdo, dificuldade de
mastigacdo, retardo do esvaziamento gastrico, boca seca ou excesso de salivacdo, disfagia e
refluxo gastroesofagico (CERSOSIMO et al., 2012).

A constipacdo é um dos sintomas ndo motores mais comuns, afeta mais de 50%
dos portadores da DP e 87 % dos que sofrem de problemas gastrintestinais. Como
consequéncia, podem sofrer com inchaco abdominal, dores e nauseas. A constipacdo se
manifesta entre 10 a 20 anos antes dos sintomas motores da DP (CERSOSIMO et al., 2012;
SAVICA et al., 2010).

A disfagia pode estar relacionada aos problemas motores e também ao
comprometimento da motilidade da faringe e do es6fago. Na DP, o retardo no esvaziamento

gastrico pode causar nauseas, desconforto abdominal e contraces estomacais anormais e
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podem alterar a absorcdo da L-DOPA e facilitar a absor¢éo de neurotoxinas (CHAUDHURI
et al., 2006; WOLTERS, 2009).

Os sintomas gastrintestinais ndo melhoram com a terapia dopaminérgica
convencional, portanto, o tratamento farmacolégico para a constipacao inclui uso de laxantes
diariamente (ex: polietilenoglicol), agonistas do receptor 5-HT4, antagonistas dos receptores
dopaminérgicos periféricos, colinomiméticos e misoprostol (WOLTERS, 2009).

O primeiro estudo que associou diretamente a inflamacéo intestinal e a DP
revelou no cdlon de portadores da DP, um aumento significativo de citocinas pro-
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), interferon (IFN) -y, interleucina
(IL) -6, IL-1P e de marcadores gliais (DEVOS et al., 2013; POUCLET et al., 2012).

Em um modelo animal de inducdo a DP pela administracdo intraperitoneal da
rotenona em ratos verificaram-se varios efeitos no SNE: aumento da a-sSinucleina no intestino;
diminuicdo da contratilidade colica; neurodegeneracdo dos neurdnios entéricos e retardo do
esvaziamento gastrico. Também foi demonstrado que a administracdo cronica de rotenona
provocou alteragdes gastrintestinais em camundongos, tais como: aumento da expressao de a-
sinucleina, neurodegeneracdo dos neurénios colinérgicos do SNE (DROLET et al., 2009;
PAN-MONTOJO et al., 2012).

2.7. Modelo de inducéo da Doenca de Parkinson por meio da neurotoxina 6-OHDA

O uso de modelos experimentais para o estudo de doenca de Parkinson em
animais, induzidos por neurotoxinas, tem sido crucial para elucidacdo do entendimento da
fisiopatologia da doenca e para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Entre
esses modelos, o modelo experimental de doenca de Parkinson, induzido por injecdo
unilateral de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) em roedores (DUTY; JENNER, 2011), tem sido
amplamente utilizado por sua eficacia em mimetizar muitas das alteracdes neuroquimicas e,
cerca de 60-70%, dos sintomas motores observados em pacientes com este distdrbio
neurodegenerativo (BOVE; PERIER, 2012).

O modelo de neurodegeracdo baseado na 6-OHDA foi o primeiro e até hoje é
um dos mais importantes modelos de inducdo a DP. Devido a semelhanca estrutural com a
DA e Noradrenalina (NA), ela é captada pelos neurénios dopaminérgicos e noradrenérgicos

através do transportador de DA (DAT) e do transportador de NA, respectivamente. No
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entanto, a 6-OHDA ndo atravessa a barreira hematoencefalica (BHE) e requer uma
administracdo local que uma vez no interior dos neurdnios, a toxina inibe complexos da
cadeia respiratdria mitocondrial produzindo radicais livres (BOVE et al., 2005).

O procedimento do referido modelo envolve a administragdo unilateral da
neurotoxina, 6-OHDA, por inje¢do intracraniana, utilizando coordenadas estereotéxicas,
direcionadas para o corpo estriado (também chamado de striatum), onde se localizam
neurbnios dopaminérgicos. Logo apds administrada, a neurotoxina induz um processo
apoptdtico seletivo desses neurénios dopaminérgicos através de mecanismos pré-oxidativos
e préinflamatérios (DEXTER; JENNER, 2013), resultando nos achados clinicos da doenca
de Parkinson como: desordens motoras, comportamentais e neuroquimicas (BOVE;
PERIER, 2012). Nesse modelo, os processos de neurodegeneracdo e de neuroinflamacéo
ocorrem concomitantemente (MAIA et al., 2012). Em geral, a partir de 6 pg desta
neurotoxina injetada em corpo estriado é o suficiente para promover a apoptose de cerca de
70% de neurdnios dopaminérgicos em 2 semanas (DUTY; JENNER, 2011).

Portanto, o referido modelo tem se mostrado como uma ferramenta bastante
eficiente para testar novas estratégias pré-clinicas preventivas e terapéuticas para a doenca de
Parkinson e para estudos de neuroprotecdo (BROOM et al., 2011).

Existem varios modelos animais disponiveis para a inducdo e o estudo da DP e
estdo fornecendo informacgfes importantes que tem favorecido uma maior compreensao da
fisiopatologia da DP, colaborando com descoberta de novos farmacos, facilitando desta
forma, o tratamento. No entanto, os modelos animais atuais ainda apresentam limitacfes e em
alguns casos ndo mimetizam perfeitamente o estado da DP (BOVE et al., 2005).

Um modelo ideal da DP deve apresentar 0s sinais motores caracteristicos da
neurodegeneracdo dopaminérgica nigroestriatal e apresentar a formacdo de corpusculos de
Lewy nos neurbnios, ainda a neurodegeneracdo central de outros sistemas de
neurotransmissores (noradrenérgico, serotoninérgico e colinérgico); neurodegeneracdo de
outras estruturas (locus ceraleo, ndcleo pedunculopontino, nucleo anterior olfatério);
alteracdes comportamentais relacionadas a neurodegeneracdo e alteracdes periféricas
(CICCHETTI et al., 2009).

Portanto, neste estudo utilizaremos 0 modelo de Doenca de Parkinson induzido
por 6-OHDA por ela apresentar grande semelhanga estrutural com a dopamina e a

noradrenalina, o que facilita sua réapida absorcdo pelos neurdnios dopaminérgicos
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promovendo a neurodegeneracio, assim, mimetizando os principais sintomas da DP (BOVE
et al., 2005).

2.8. O trato gastrintestinal e o controle da motilidade

O trato gastrintestinal (TGI) tem uma participacdo relevante na fisiologia da
manutengdo da homeostase dos organismos, constituindo a principal porta de entrada de agua
e eletrolitos no organismo, sendo, uma via de aporte de nutrientes, cofatores, sais, hormonios,
dentre outros. Estudos recentes demonstraram que o TGI participa de forma abrangente sobre
0s processos regulatérios da homeostase organica, pois 0 mesmo demonstra um padrdo de
auto ajuste em sua contratilidade bem como em sua permeabilidade a eletrdlitos e agua de
forma a regular o funcionamento organico nas diferentes situacbes em que 0 organismo €
submetido (LIMA, 2012). Para compreendermos a regulacdo fisiolégica dos processos de
transporte do intestino, uma abordagem integral é necessaria, considerando a interacao
complexa entre as células mucosas, células enddcrinas, neurénios, células do sistema imune,
vasos linfaticos, sangue e musculos lisos, os quais tem uma relevancia maior no controle da
motilidade (BANKS; FARTHING, 2002).

A regulacdo do transporte intestinal de eletrolitos, agua, solutos e liquidos de
um modo geral, depende de propriedades intrinsecas dos enterdcitos, de horménios de acdo
local e sistémica, fatores de crescimento, neurotransmissores e de uma interacdo complexa
entre nervos da submucosa e células da imunidade na lamina prépria que libera varios
mediadores que influenciam direta e indiretamente no transporte intestinal (PACHA, 2000).

A modulacdo enzimatica no TGI ocorre em nivel de anabolismo e catabolismo
bem como no ajuste dos padrdes secretorios e absortivos, seja através da ativacdo ou inibicdo
de canais ibnicos ou ativacdo e inativacdo de moléculas reguladoras. Muitas das acdes
moduladoras do TGI ocorrem através de comandos advindos do Sistema Nervoso
Autonbémico (simpatico, parassimpatico e entérico) embora o sistema nervoso entérico possa
ter acdes independentes do SNA (LIMA, 2012).

O sistema nervoso autbnomo, através de fibras neurais provenientes do sistema
simpatico e parassimpatico, realiza sinapse com 0 sistema nervoso entérico, sendo este
conjunto responsavel pela liberacdo de diversas substancias com reconhecidas propriedades

ao longo do TGI, seja ao modificarem a permeabilidade e/ou a motilidade gastrintestinal. A
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ingestdo alimentar libera hormonios, como a secretina, colecistocinina (CCK) e polipeptidio
inibitério gastrico (GIP) que contribuem para o relaxamento visceral. J& as contracbes do
estdmago proximal, certamente dependem de fibras excitatdrias colinérgicas (MEYER, 1987;
NYLANDER et al., 2001; SCHEMANN, 2005).

O trénsito gastrintestinal é resultado da atividade da musculatura do tubo
digestivo cuja atividade é denominada de motilidade e que esta é coordenada pelos neur6nios
do plexo mioentérico, presentes ao longo de todo o trato gastrintestinal. O plexo regula o
peristaltismo, modulando a contracdo da parede muscular, tanto a frequéncia como a
intensidade da contracdo. Os estimulos essenciais para o plexo sdo a distensdo mecénica da
parede pelos alimentos, a irritacdo do epitélio e a atividade do sistema nervoso extrinseco
(BENTO - SILVA, 2012).

A motilidade varia conforme o segmento, circunstancias e as condigcdes
alimentares. Apesar de o0 estdbmago humano ser anatomicamente viscera unica, Seu
comportamento motor € bastante distinto nas por¢des proximal e distal. Na por¢do proximal
ocorre a acomodacdo do alimento ingerido, sem grandes alteracBes da pressdo intraluminal
por conta do relaxamento receptivo. Depois de ser misturado as secrecBes gastricas, o
alimento passa para o estomago distal, onde € esvaziado para o intestino delgado (BENTO -
SILVA, 2012).

Em relacdo ao esvaziamento gastrico, o estbmago possui duas areas distintas
relacionadas a atividade funcional motora: O estbmago proximal e o estdmago distal. O
estdbmago proximal, com as suas contracdes lentas tem um papel importante na regulacdo da
pressdo intragastrica e do esvaziamento gastrico de liquidos, enquanto que o estdmago distal,
com as contracdes peristalticas, tem papel crucial na mistura da secrecdo gastrica com o
alimento e no processo de trituracdo, em especial no esvaziamento gastrico de sdélido
(COLLINS, et al., 1991; CULLEN, et al., 1993).

Através das contraces vigorosas gque até ocluem a luz do estdmago, o quimo
avanca em direcdo ao piloro que ao se contrair, impede a passagem de solidos, o qual sofre
retropulsdo, em que serd progressivamente triturado até a liquefacdo. O tempo de
esvaziamento depende da natureza do alimento, pois os liquidos sdo esvaziados mais
rapidamente e os sélidos mais lentamente. J& o material indigerivel sé é esvaziado do
estdbmago quando ocorre o complexo motor migratério, no periodo de jejum (KELLY, 1980;
HELLSTROM, et al., 2006).
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Apoés a liberacdo do alimento pelo estdmago predomina o comportamento
motor e ocorrem as contracdes de segmentacdo, onde 0s segmentos gastrintestinais vizinhos
se contraem de forma simultdnea e continua. Ja sob o jejum, ocorre o complexo motor
migratdrio, passando desde o estdmago até alcancar a valvula ileocecal (BENTO - SILVA,
2012).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Estudar alteracbes na motilidade gastrintestinal no modelo de Doenca de

Parkinson induzida por 6-OHDA em ratos.

3.2. Especificos

Determinar a curva de Esvaziamento Gastrico nos animais submetidos ao modelo de

inducédo da DP;

Estudar alteracdes do transito intestinal de liquido nos animais submetidos ao modelo
de inducéo da DP;

Avaliar possiveis alteracbes da complacéncia gastrica nos animais submetidos ao

modelo de inducgéo da DP;

Investigar mecanismos neurais envolvidos nas possiveis alteracbes de motilidade

gastrintestinal nos animais submetidos ao modelo de inducéo de DP;
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4. METODOLOGIA

4.1. Os animais

Foram utilizados 96 ratos Wistar machos pesando entre 250 — 300g (N = 06 per
grupo), provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara. Cujos animais
foram mantidos no Biotério Setorial da Faculdade de Medicina de Sobral — UFC. Os mesmos
foram acondicionados em caixas grandes de armazenamento padrdo para ratos e com
capacidade maxima de 06 animais por caixa a temperatura media de 24 + 2°C em ciclos de
alternancia claro/escuro de 12 horas, recebendo racdo padréo e agua ad libitum.

4.2. Aspectos éticos

O projeto de pesquisa deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animais da Faculdade de Medicina da UFC sob o protocolo 40/2015.
Importante frisar, que todos os protocolos experimentais, aqui descritos, foram conduzidos de
acordo com as normas do “Guia de Cuidados Animal” do Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA).

4.3. Modelo experimental de Doenca de Parkinson através de neurodegeneracdo

induzida por injecao unilateral de 6-OHDA em ratos

Para avaliar os efeitos da Doenca de Parkinson foi utilizado o modelo de
inducdo por injecdo unilateral 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Para isso, 0s animais foram
divididos aleatoriamente em grupos de 06 e anestesiados através da administracdo de
ketamina (20 mg/kg, i.p.) e xilasina (10 mg/kg, i.p.) e, logo em seguida, submetidos a injecdo
intraestriatal de 6-OHDA (21 pg/ animal) para inducdo da lesdo de neurénios dopaminérgicos

com auxilio de coordenadas estereotaxicas (AP 0,9/1,4; ML 3,8; DV 3,3 a partir do bregma),
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de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (PAXINOS; WATSON 1986), usando uma
seringa Hamilton de 5 uL . A seringa foi deixada no local de aplicagcdo por 3 minutos para
assegurar que todo o seu contetdo tenha sido injetado corretamente e depois a mesma foi
retirada cuidadosamente (KIM et al, 1998). Os animais controles receberam apenas solugéo
salina (0,9%) nas mesmas condigdes. ApOs 0 procedimento cirdrgico os animais foram
mantidos em ambiente aquecido sob luz e observados durante 14 dias e posteriormente,

submetidos aos modelos experimentais de estudo da motilidade gastrintestinal.

3 Target of lesion
\

FIGURA 01. Fixacdo dos animais no estereotaxico para punc¢ao cerebral a partir do ponto bregma (PAXINOS;
WATSON 1986).

4.4. Teste rotacional induzido por apomorfina

O comportamento rotacional, induzido por apomorfina, representa o principal
teste de validagdo do processo neurodegerativo dopaminérgico no modelo de DP, apenas no
caso de lesdo unilateral por 6-OHDA. O teste reflete a hipersensibilidade do animal a

dopamina (escassa) no lado lesionado, ocasionado pela administragdo intraperitoneal de
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apomorfina um agonista dopaminergico. A apomorfina induz a um aumento temporario da
atividade locomotora no lado contralateral a leséo, promovendo uma rotagdo do animal no
sentido para 0 mesmo lado e protanto, possibilitando uma quantificagdo comportamental do
nivel da lesdo (HEFTI et al., 1980; GREALISH et al., 2010). Para este referido teste, 0s
animais foram submetidos ao teste rotacional no 14° dia, ap6s a lesdo com 6-OHDA. O
comportamento rotacional foi determinado atraves do monitoramento das rotagdes induzidas
pela apomorfina (3mg/kg i.p) que induz um comportamento rotacional na diregdo contraria a
lesdo (loado contralateral) e o numero de rotacdo completas em volta do proprio eixo foi
mensurado a cada 10 minutos durante um periodo total de 60 minutos (KIM et al ., 1998).

Afim de confirmar a eficiéncia da inducdo da DP, os animais serdo submetidos
ao teste rotacional no décimo quarto dia apos a lesdéo com 6-OHDA. O comportamento
rotacional serd4 determinado através do monitoramento das rotages induzidas pela
apomorfina (3 mg/kg, i.p., que induz um comportamento rotacional na direcdo contraria a
lesdo (lado contralateral) e o nimero de rotagdes completas em volta do préprio eixo sera
observada durante 60 minutos (KIM et al, 1998).

4.5. Protocolo de estudo do Esvaziamento Gastrico (EG) e Transito Intestinal (TI)

Para a avaliacdo da taxa de EG foi utilizada a técnica de retencao fracional de
corante, nao absorvivel ou secretado pelo trato gastrintestinal, originalmente descrita por
Reynel e Spray (1956), e bastante utilizada pelo Laboratorio de Fisiologia da UFC — Campus
de Sobral (GONDIN et al.,1998; SANTOS et al., 1991; GRACA et al., 2002, PALHETA-JR,
2006; SILVA, 2008, MENDES, 2014).

Apo6s 12h ou 24h de jejum alimentar, porém com soro de reidratacdo oral
(SRO) ad libitum, dependendo do grupo em teste, os animais, receberam, 1,5ml de uma
refeicdo-teste composta por vermelho fenol (VF) na dose de 0,5 mg/ml e solucéo de glicose a
5%, mediante gavagem ou infusdo via canula duodenal.

Decorridos 10, 20 e 30 minutos, os animais foram um a um sacrificados atraves
de deslocamento cervical e, entdo, submetidos a laparotomia mediana com exposicao das
visceras abdominais (estbmago e intestino delgado). Para tanto e de forma delicada, foram
realizadas ligaduras obstrutivas, primeiramente, ao nivel da regido pil6rica, com intuito de nao

mais permitir a passagem da refeicdo teste para o duodeno, seguido por uma segunda ligadura
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do esdfago abdominal ao nivel da cérdia. Ap6s as duas primeiras ligaduras, o estdmago e o
intestino delgado foram, entdo, cuidadosamente removidos (exérese) e posteriormente
estendidos sobre uma prancha, com intuito de se determinar sua extensdo, mensurado em cm.
Finalmente, uma terceira ligadura foi colocada no ileo terminal, ao nivel da juncéao ileocecal.
As visceras expostas foram divididas em quatro segmentos consecutivos: Estdmago (Et),
Intestino proximal (P — inicial), intestino medial (M — intermediario) e Intestino distal (Dt —
final). O intestino foi dividido nas seguintes propor¢oes: P (40%), M (30%) e Dt (30%).

Para determinacdo dos volumes das visceras, foi utilizada uma simples

diferenca volumétrica, como mostra a formula abaixo:
VOL. () = VOL. ¢ — VOL.
Onde:
Vol. (v) = Volume visceral.
Vol. (p) = Volume da proveta contendo 100ml.
Vol. (t) = Volume total [Vol. (p) + viscera].

Apos determinacdo dos volumes, 0s segmentos viscerais que se encontravam
em provetas, juntamente com o NaOH, foram colocados em béqueres para fragmentar em
(pedacos menores), atraves de homogeneizacao por 30 segundos utilizando um mixer elétrico
(sector®). Ap6s tal processo, 0 homogeneizado foi ent&o, mantido em repouso por 20 min &
temperatura ambiente. Posteriormente foram retirados 10ml do sobrenadante para uma
primeira centrifugacdo a 2800rpm durante 10min. Dessa primeira centrifugacdo, foram
retirados 5ml para que as proteinas contidas nesse volume fossem precipitadas em 0,5ml de
acido tricloroacético 20% (TCA) e, posteriormente, centrifugadas por 20min a 2800rpm. Por
fim, 3ml desse mais novo sobrenadante foram adicionados a 4ml de NaOH a 0,5N para
determinacdo, por espectrofotometria, da absorbancia (ABS) das amostras em 560nm de
comprimento de onda.

A retencdo percentual (%) da refeicdo teste (vermelho-fenol + glicose 5%) em

cada segmento foi calculada pela seguinte equacéo:

Quantidade de VF recuperado ne segmento X

Retencao no segmento X =
¥ da quantidade de VF recuperada nos segmentos do TGI

¥ — Somatorio; VF — Vermalho de fenol
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Onde:
VF = Vermelho de fenol.
X = Segmento em questado

A retencdo fracional de corante em cada segmento se prestara para estimar o
transito intestinal da refeicdo de acordo com o método do centro geométrico (Miller et al.,
1981). De acordo com este principio, obteremos o produto da retencdo fracional de cada
segmento (estbmago, delgado 2, delgado 3, delgado 4, delgado 5, delgado 6 e cdlon) pelo
digito identificador do respectivo segmento: (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7, respectivamente). A
somatoria destes valores indicar o centro geométrico da refeicdo propelida ao longo do

intestino, aos moldes do centro de massa dos objetos (FIGURA 02).

Centro de massa
-y

Centro geométrico

Atividade

Atividade do segmento X

Atividade do TGI

Atividade do TGl = 1xE+2xD2+ 3103 +4xD4+ 5xD5+6xD6+7xC

FIGURA 02. Representacdo esquemadtica do estudo da progressdo intestinal da refeicdo teste em ratos

acordados.

A retencdo fracional da refeicdo pelo trato gastrintestinal, dada pelo somatdrio
das contagens dos segmentos (estdmago, delgado 11, 111, 1V, V, VI e c6lon), sendo a retencéo
fracional de cada segmento expressa como a percentagem desse total. O somatdrio dos

valores do produto entre a retengdo fracional de cada segmento pelo seu digito identificador
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(respectivamente 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7) determinou a posi¢do do centro geométrico da refeigéo.
(Gentilmente cedida: AA Santos, 1997).

-14d -12h

1 1

__l_

L 0 min. J/ 10,20 ou 30 miu.i

Jejum (12h) com Gavagem da Sacrificio para
agua ad libitum refeicio teste determinacéo
VF glicosado do EG
a5%
Anestesia,
estereotaxia e indugdo
da DP ou Salina 0,9%

FIGURA 03: Delineamento do protocolo experimental utilizado para o estudo dos efeitos da Doenca de
Parkinson (6-OHDA) ou solucdo salina sobre o transito intestinal (T1) de liquidos em ratos acordados.
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FIGURA - 04. Representacdo esquematica passo a passo da metodologia utilizada para o estudo do
esvaziamento gastrico, segundo Raynell e Spray (1956).
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4.6. Estudo da complacéncia gastrica

Para avaliar o efeito da DP sobre a complacéncia gastrica, foi utilizado um
sistema de barostato, associado a um pletismometro, conforme descrigéo anterior (GRACA, et
al., 2000). Inicialmente, os ratos passaram pela cirurgia de inducdo a DP, segundo o protocolo
descrito acima. No 14° dia apds a inducdo a DP e sob jejum de 24h, ambos 0s grupos de ratos
foram anestesiados com uretana (1,2g/kg, via i.p). Em seguida, foi realizada uma inciséo na
regido cervical, para exposicdo e canulagdo da traqueia com um cateter plastico flexivel
(sonda uretral n° 06). A seguir, foi inserida, por via oral, um cateter contendo na ponta um
baldo, o qual foi posicionado na cardia dos ratos, sendo a extremidade livre conectada ao
fundo de um reservatorio em “U” de um sistema de pletismografia (Ugo Basille®). Ao
preenchermos o barostato com solucédo contendo (0,3ml de solucéo ibnica padrdo, 45mg de
NaCl e 50ul de embebiente para um volume de 100ml de agua destilada), criou-se um sistema
de vasos comunicantes que serviu para registrar continuamente o volume gastrico dos ratos.
Elevando o nivel liquido do barostato 4cmH,0O acima do apéndice xifoide do rato, o estdmago
foi distendido e o volume gastrico registrado manualmente ao final de cada minuto por um
periodo basal de 30 minutos. Em seguida, o0 animal foi submetido consecutivamente a pressdo
de distensdo de 4cmH,0, 8cmH,0 e 12cmH,0, sendo o volume gastrico registrado a cada vez

por um periodo de 10 minutos, conforme mostrados na figura 05.

—

FIGURA - 05. Desenho esquematico da técnica do barostato adotada para avaliacdo da complacéncia gastrica

em ratos anestesiados. Esquema adaptado de Graca et al., (2000).
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4.7. Estudo das alteragdes da pressdo arterial durante a complacéncia géstrica

Durante a realizacdo da complacéncia gastrica, 0s animais do grupo com
doenca de Parkinson (6-OHDA) ou controle (salina) foram submetidos a canulacéo da artéria
carétida direita por meio da insercdo de cateter PE10 para verificacdo e analise da pressdo
arterial. O cateter foi preenchido com solugéo salina heparinizada (50Ul/ml). Para o registro
da PA, a canula foi conectada a um transdutor de pressdo acoplado (MLT250 -
ADInstruments™) a um sistema computadorizado de aquisicdo de sinais bioldgicos
(Powerlab-ADInstruments™) sendo posteriormente armazenados em microcomputador para

analise.

4.8. Vagotomia troncular

Os animais do grupo vagotomia troncular foram inicialmente submetidos a um
jejum por 24 horas, mantendo-se a livre acesso ao soro de reidratacdo oral (SRO). Apds
anestesia com (Ketamina/Xilasina 20-10mg/Kg-IP), os animais foram submetidos a
laparotomia mediana seguida da vagotomia troncular, realizada por meio da serotomia do
esdfago cerca de 1 a 1.5cm acima da cardia, seguida da instilacdo de alcool a 100%, segundo
Taché e Maeda-hagiwara (1987). Em seguida, os animais foram distribuidos em 2 grupos, a
saber: Grupo salina + vagotomia troncular e Grupo 6-OHDA + vagotomia troncular, entdo

seguiu-se o protocolo de esvaziamento gastrintestinal.
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0 min. 20min.
Jejum + Cirurgia Gavagem da Sacrificio para
de desenervacgido refeicdo teste VF determinacao do EG
vagal 5% glicosado

FIGURA - 06. Delineamento dos protocolos experimentais utilizados para o estudo do esvaziamento gastrico
(EG) de liquidos, em ratos submetidos ao modelo de DP.

4.9. Esplancnotomia e gangliectomia céliaca

Os animais do grupo esplancnotomia + gangliectomia celiaca foram
inicialmente submetidos a um jejum por 24 horas, mantendo-se o livre acesso ao SRO. Apds
anestesia com (Ketamina/Xilasina 20-10mg/Kg, i.p) os animais foram submetidos a
laparotomia mediana com exposicdo das visceras abdominais e do tronco celiaco. Em
seguida, os animais foram distribuidos em 2 grupos, a saber: Grupo salina esplancnotomia +
Gangliectomia celiaca e Grupo 6-OHDA esplancnotomia + Gangliectomia celiaca, realizada
por meio de disseccdo, seguida da seccdo do ganglio celiaco e dos nervos esplancnicos,

segundo Taché e Maeda-hagiwara (1987).
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Jejum + Cirurgia de Gavagem da Sacrificio para
seccdo dos nervos refeicdo teste VF determinacdo do EG
esplidncnicos e do 5% glicosado

ganglio celiaco

FIGURA - 07. Delineamento do protocolo experimental utilizado para o estudo do esvaziamento gastrico (EG)

de liquidos, em ratos submetidos a esplancnotomia e gangliectomia celiaca.
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Vigotomia
Tronculs

Esplancnotomia

FIGURA - 08. Demonstracdo esquematica do bloqueio das vias vagal e esplancnica através de cirurgia em

animais submetidos ao modelo de indugdo da DP (6-OHDA) ou salina.
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5. Analises estatisticas

A apresentacédo textual dos resultados do EG, TI, PA, se deram na forma de
médiatEPM. Os graficos para a apresentacdo dos resultados de EG, transito gastrintestinal,
transito intestinal foram na forma de histograma representativos das médiastEPM de cada um
dos estudos. J& os resultados da PA foram apresentados na forma de tabela como
médiazEPM.

Para avaliar as diferencas estatisticas, utilizamos as diferencas entre as
médiastEPM da CG foram analisadas por teste “t” de Student. Representadas pelo grafico
box and wiskers plots, onde a linha central significa a mediana, a linha superior indica o maior
valor e a inferior indica o menor valor. As diferencas foram consideradas significativas se
P<0,05. Todos os célculos estatisticos foram realizados utilizando o Software Prisma Demo

Grafada versao 5.0.
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6. RESULTADOS

6.1. Teste rotacional induzido por apomorfina

'
o
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Numero de rotacdes contralaterais

o
[1

GRAFICO 01. Representacdo do teste rotacional induzido por apomorfina (3mg/kg i.p). Os animais foram
submetidos ao modelo de inducdo da DP através da administracdo intraestriatal de 6-OHDA (21ug/animal) ou
salina 0,9%. O teste rotacional foi realizado no 14° dia apds a inducéo da DP e foram considerados sensiveis ao
modelo de inducdo os animais que tiveram um ndmero de rotacdes contralaterais maior que 150. Os animais do
grupo (salina o) 11,17+4,377 e o grupo (6-OHDA m) 289, 3 + 85,48. Teste t (P<0,05).
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6.2 Andlise temporal da variagdo rotacional induzida por apomorfina
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GRAFICO - 02. Representacdo do nimero de rotacdes contralaterais temporal dos animais apds o tratamento
com apomorfina. Os ratos (n=06 por grupo) foram tratados através da injecdo intracraniana, em corpo estriado
com 6-OHDA (21pug/animal) e grupos controle (salina 0,9%). O numero de rotacBes contralaterais foi
contabilizado a cada 10 minutos e foram considerados sensiveis ao modelo de inducdo da DP, os animais que

apresentaram um numero de rotagdes contralaterais maior que 150.
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6.3. Estudo do modelo de inducdo da Doenca de Parkinson (6-OHDA) sobre o

esvaziamento gastrintestinal 10 minutos pds-prandial

O gréfico 03 representa a retencao fracional da refeigdo teste pelo estdmago e
intestino delgado (proximal, medial e distal) em ratos acordados previamente submetidos ao
modelo de inducdo da Doenca de Parkinson (6-OHDA) ou controle (salina). Observamos um
aumento (P<0,05) da retencdo no estdmago no grupo com DP de 24,85 % (42,77+2,647 vs
53,40+ 2,803) 10 minutos po6s-prandial, quando comparamos esses resultados aos do grupo
controle (salina). Observamos ainda que na por¢do proximal do intestino delgado houve
diminuicdo da retencdo no grupo DP (P<0,05) 18,21% (35,69+1,306 vs 29,19+1,950) quando

comparamos aos animais do grupo controle.
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GRAFICO - 03. Retencdo fracional da refeicdo teste ao longo do trato gastrintestinal (estdmago e intestino
delgado proximal, medial e distal) em animais acordados, previamente submetidos ao modelo de inducdo da
Doenca de Parkinson (m — N=06) ou salina (o — N=06). Os animais foram estudados 14 dias ap6s a cirurgia de
inducdo e sacrificados 10 min ap6s a administracdo, mediante gavagem da refeicdo-teste (1,5ml de 0,5mg/ml de
vermelho fenol em solucdo de glicose a 5%). As barras verticais representam a média dos valores de retencéo
fracional do corante de cada segmento do trato gastrintestinal e as linhas verticais indicam o erro padrdo da
média. A retencdo de corante no estdmago e intestino proximal, medial ou distal foi determinada por
espectrofotometria (560 nm) e serviu para avaliar a taxa de esvaziamento gastrico e transito gastrintestinal.
*p<0,05 vs controle. Teste “t” de Student.
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6.4. Estudo do modelo de inducdo da Doenca de Parkinson (6-OHDA) sobre o

esvaziamento gastrintestinal 20 minutos pds-prandial

O gréfico 04 representa a retencao fracional da refeigdo teste pelo estdmago e
intestino delgado (proximal, medial e distal) em ratos acordados previamente submetidos ao
modelo de indugdo da Doenca de Parkinson (6-OHDA) ou controle (salina). Observamos um
aumento (P<0,05) da retengdo no estbmago no grupo com DP 31,52% (33,50+2,539 vs
44,06+2,231) 20 minutos pds-prandial, quando comparamos esses resultados aos do grupo
controle (salina). Observamos ainda que na por¢do proximal do intestino delgado houve
diminuicdo da retencdo no grupo DP (P<0,05) 32,68% (26,74+1,657 vs 18,00+2,549) quando

comparamos aos animais do grupo controle.
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GRAFICO 04. Retencdo fracional da refeicio teste ao longo do trato gastrintestinal (estdmago e intestino
delgado proximal, medial e distal) em animais acordados, previamente submetidos ao modelo de inducdo da
Doenca de Parkinson (m — N=06) ou salina (o — N=06). Os animais foram estudados 14 dias ap6s a cirurgia de
inducdo e sacrificados 20 min ap6s a administracdo, mediante gavagem da refeicdo-teste (1,5ml de 0,5mg/ml de
vermelho fenol em solucdo de glicose a 5%). As barras verticais representam a média dos valores de retencéo
fracional do corante de cada segmento do trato gastrintestinal e as linhas verticais indicam o erro padrdo da
média. A retencdo de corante no estdmago e intestino proximal, medial ou distal foi determinada por
espectrofotometria (560 nm) e serviu para avaliar a taxa de esvaziamento gastrico e transito gastrintestinal.
*p<0,05 vs controle. Teste “t” de Student.
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6.5. Estudo do modelo de inducdo da Doenca de Parkinson (6-OHDA) sobre o

esvaziamento gastrintestinal 30 minutos pds-prandial

O gréfico 05 representa a retencao fracional da refeigdo teste pelo estdmago e
intestino delgado (proximal, medial e distal) em ratos acordados previamente submetidos ao
modelo de indugdo da Doenca de Parkinson (6-OHDA) ou controle (salina). Observamos um
aumento (P<0,05) da retencdo no estbmago no grupo com DP de 33,04% (27,72+1,958 vs
36,88+2,193) 30 minutos pds-prandial, quando comparamos esses resultados aos do grupo
controle (salina). Observamos que na porc¢ao proximal do intestino delgado houve diminuicao
da retencdo no grupo DP (P<0,05) de 61,86% (22,89+£1,028 vs 8,734+1,763) quando
comparamos aos animais do grupo controle (salina). Observamos ainda que na por¢do medial
do intestino delgado houve um aumento da retengdo no grupo DP (P<0,05) de 23,57%

(30,97£2,230 vs 38,27+1,880) quando comparamos aos animais do grupo controle (salina).
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GRAFICO - 05. Retencéo fracional da refeicdo teste ao longo do trato gastrintestinal (estémago e intestino
delgado proximal, medial e distal) em animais acordados, previamente submetidos ao modelo de inducdo da
Doenca de Parkinson (m — N=06) ou salina (o — N=06). Os animais foram estudados 14 dias ap6s a cirurgia de
inducdo e sacrificados 30 min ap6s a administracdo, mediante gavagem da refeicdo-teste (1,5ml de 0,5mg/ml de
vermelho fenol em solucdo de glicose a 5%). As barras verticais representam a média dos valores de retencéo
fracional do corante de cada segmento do trato gastrintestinal e as linhas verticais indicam o erro padrdo da
média. A retencdo de corante no estdmago e intestino proximal, medial ou distal foi determinada por
espectrofotometria (560 nm) e serviu para avaliar a taxa de esvaziamento gastrico e transito gastrintestinal.
*p<0,05 vs controle. Teste “t” de Student.
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6.6. Curva temporal do esvaziamento gastrico dos animais submetidos ao modelo de
inducéo da Doenca de Parkinson (6-OHDA) ou controle (salina)

O grafico — 06 representa a curva de retencdo fracional da refeicdo teste pelo
estdbmago de ratos acordados previamente submetidos ao modelo de indugdo da doenca de
Parkinson ou salina. Observamos que houve um aumento (P<0,05) da retencéo gastrica nos
animais do grupo com DP em diferentes tempos poés-prandiais 10, 20 e 30 min.
respectivamente, (42,772,647 vs 53,40+2,803; 33,50 + 2.539 vs 44,06 + 2.231 e 27,72 +
1,958 vs 36,88 + 1,193), quando comparamos esses resultados ao grupo controle (salina).
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GRAFICO - 06. Curva de esvaziamento géstrico dos animais acordados previamente submetidos ao modelo de
inducdo da Doencga de Parkinson (m - N=06) ou salina (o - N=06). Determinada a partir de retencao fracional do
corante na refeicdo teste. Os animais foram estudados 14 dias apds a cirurgia de inducdo e sacrificados 10, 20 ou
30 min ap6s a administracdo, mediante gavagem, da refeicdo-teste (1,5ml de 0,5mg/ml de vermelho fenol (VF)
em solucdo de glicose a 5%). Os quadrados abertos ou fechados representam a meédia dos valores de retencéo
fracional do corante de cada tempo pds-prandial e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média. A retengéo
de corante no estdmago foi determinada por espectrofotometria (560nm) e serviu para avaliar a taxa de

esvaziamento gastrico. *p<0,05 vs controle. ANOVA seguida de bonferroni e Teste “t” Student.
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6.7. Estudo do modelo de inducéo da Doenca de Parkinson (6-OHDA) ou solugéo salina

sobre o transito intestinal nos animais 14 dias apds a cirurgia

O gréfico 07 representa apresentados nos valores médios do transito intestinal
referente aos animais do grupo controle (salina) e o grupo com Doenca de Parkinson (6-
OHDA) 20 min pos-prandial, respectivamente, onde observamos uma diminuigdo do centro
de massa no grupo DP (P<0,05) de 44,80 % (2,951+0,317 vs 4,273+0,226), quando
comparados aos animais do grupo controle.
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GRAFICO - 07. O efeito da injecdo de (6-OHDA) (n = 6, m) ou solugio salina (n = 6, ®) sobre o transito
intestinal de ratos acordados. Os animais foram estudados 14 dias apds a cirurgia de inducéo e sacrificados 20
min apés a administracdo, mediante gavagem da refei¢do-teste (1,5ml de 0,5mg/ml de vermelho de fenol em
solugdo de glicose a 5%), apds a exérese as visceras foram dividas em estomago, cinco partes iguais do intestino
delgado e intestino grosso. Os quadrados representam a média dos valores de retencdo fracional do corante de
cada segmento do trato gastrintestinal no grupo com Doenca de Parkinson (6-OHDA) e os circulos no grupo
controle (salina). A retencdo de corante nas sete porgbes do trato gastrintestinal foi determinada por
espectrofotometria (560nm) e serviu para avaliar a taxa de transito intestinal. *p<0,05 vs controle teste “t” de
Student.
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6.8. Estudo do modelo de inducéo da Doenca de Parkinson (6-OHDA) ou solugéo salina
sobre a complacéncia géstrica.

O gréfico 08 observamos o comportamento da complacéncia gastrica de ratos
previamente submetidos a cirurgia. Disposto o grupo controle (salina) e grupo submetido ao
modelo de inducdo da Doenca de Parkinson (6-OHDA). Os valores de volume gastrico em
ambos os grupos foram analisados nas pressoes intragastricas de 4cmH,0 (2,444 + 0,2346 vs
2,461 + 0,08601 ml), 8cmH,0 (2,643 + 0,2580 vs 2,635 + 0,1032 ml) e 12cmH,0 (2,960 +
0,2746 vs 2,777 + 0,1105 ml). Portanto, ndo verificamos mudangas significativas em (P<0,05)
quando comparados os valores de volume gastrico dos animais do grupo submetidos ao
modelo de indugdo da Doenca de Parkinson (6-OHDA) com os animais do grupo controle

(salina).
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GRAFICO - 08. Comportamento da complacéncia géstrica de ratos previamente submetidos ao modelo de
inducdo da Doenca de Parkinson (6-OHDA) (m — N=06) ou solu¢do salina (o — N=06). Os animais foram
estudados 14 dias ap6s a cirurgia de inducdo. O Volume Gastrico foi monitorizado por 30 min, os valores desse
periodo foram alocados em 3 intervalos iguais para as diferentes pressfes intragastricas de 4, 8 e 12cmH,0 e
consecutivos de 10 min. Os dados do Volume Géstrico foram obtidos por meio de um estudo com barostato de
liquido e estdo representados na forma de box and wiskers plots com a linha horizontal representando a mediana

a linha superior indica o maior valor e a inferior o menor valor. *p<0,05 vs controle. Teste “t” de Student.
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6.9. Analise do numero de bolos fecais liberados durante 12 horas de jejum (out put)
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GRAFICO - 09. Representacdo do nimero de bolos fecais liberados durante 12 horas de jejum. Os animais
foram submetidos ao modelo de inducdo da DP ou Salina 0,9% e 14 dias apds a inducdo, os animais foram
postos em gaiola metabdlica e permaneceram 12 horas em jejum com acesso livre a 4gua. O nimero de bolos
fecais foi contabilizado, sendo que, os animais do grupo (controle - o) apresentou 6,571 £1,888 e o grupo
experimental (6-OHDA m) apresentou 13,63 = 1,721, em p<0,05.
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6.9.1.Avaliacdo da Pressao arterial (PA) dos animais submetidos ao modelo de inducéo
Doenca de Parkinson (6-OHDA) ou solucdo salina durante o estudo da complacéncia
gastrica 14 dias apds a cirurgia com 6-OHDA.

A tabela 01 apresenta os resultados das variagcdes da PA dos animais do grupo
submetido ao modelo de indugéo da Doenca de Parkinson (6-OHDA) e solucéo salina para o
grupo controle. N&o foram observadas variacGes significativas em (*p<0,05) quando
comparados os valores da PA dos animais do grupo submetido a inducdo da DP com os

valores dos animais do grupo controle.

Tabela 01:

Parametro Salina DP
Pressdo Arterial — PA 90,26+8,40 86,67+2,154
(mmHg)

(N=06) (N=06)

Onde: N, niimero de animais, *P<0,05 vs Sham, teste “t” de Student.
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6.1.1. Estudo do esvaziamento géstrico com pré - tratamento da vagotomia troncular nos
animais submetidos ao modelo de inducdo da DP ou salina 0,9% 14 dias apds a cirurgia
de inducéo 20 min poés - prandial

O gréfico 10 representa a retencdo fracional da refeicdo teste pelo estbmago e
intestino delgado (proximal, medial e distal) em ratos acordados previamente submetidos a
DP 20 minutos pds prandial. Observamos que o pré-tratamento cirdrgico com Vagotomia
troncular (VGt) ndo alterou (P>0,05) os resultados da retencdo géstrica de liquido quando
comparamos estes resultados aos animais do grupo Salina vagotomizado e grupo 6-OHDA
vagotomizado (34,40+ 1,740 vs 34,30+2,764). Observamos ainda que em relacdo ao grupo 6-
OHDA a VGt apresentou aceleragdo (P<0.05) do esvaziamento gastrico, (44,78+1,380 vs
34,30£2,764). Por outro lado e tomando como base valores de retencdo fracional encontrados
nos respectivos animais controle, a VGt ndo alterou a retencdo do corante seja nos intestinos

proximal, medial e distal, respectivamente).
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GRAFICO - 10. Retencdo fracional da refeicéo teste determinada 20min pés-prandial no estdmago e intestino
delgado (Proximal, Medial e Distal) em animais previamente submetidos ao modelo de inducdo da DP ou salina
para o grupo controle (N=05, o) ou experimental (6-OHDA , N=05, m) e pré-tratados cirurgicamente com

Vagotomia troncular (VGt), seja para grupo controle (salina + VGt; N=05, & ) ou experimental (6-OHDA +

VGt; N=05, B ). Os animais foram estudados 3 dias ap6s o protocolo cirtrgico Padrdo e sacrificados 20min
apos a administracdao, mediante gavagem, da refeicdo-teste (1,5ml de 0,5mg/ml de vermelho fenol em solucéo de
glicose a 5%). As barras verticais representam a média dos valores de retencdo fracional do corante de cada
segmento do trato gastrintestinal e as linhas verticais indicam o erro Padrdo da média. A retencdo de corante no
estdbmago e intestino proximal, medial ou distal foi determinada por espectrofotometria (560nm) e serviu para
avaliar a taxa de esvaziamento gastrico e transito gastrintestinal. *, p<0,05 vs controle. #, p<0,05 vs 6-OHDA.
ANOVA seguida do teste Bonferroni.
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6.1.2. Estudo do esvaziamento gastrico com pré - tratamento da esplancnotomia e
gangliectomia celiaca nos animais submetidos ao modelo de inducdo da DP ou salina
0,9% 14 dias ap6s a cirurgia de inducdo 20 min pés-prandial

O gréfico 11 representa a retencdo fracional da refeicdo teste pelo estbmago e
intestino delgado (proximal, medial e distal) em ratos acordados previamente submetidos a
DP 20 minutos pos prandial. Observamos que o pré-tratamento cirdrgico com esplancnotomia
e gangliectomia celiaca (EGc) ndo alterou (P>0,05) os resultados da retencdo gastrica de
liquido quando comparamos estes resultados aos animais do grupo do Salina espalctomizado
e grupo 6-OHDA esplanctomizado (30,94 + 1,740 vs 26,30+2,764). Observamos ainda que
em relagdo ao grupo 6-OHDA a EGc apresentou aceleracdo (P<0.05) do esvaziamento
gastrico, (44,781,380 vs 26,30+2,764). Por outro lado e tomando como base valores de
retencdo fracional encontrados nos respectivos animais controle, a EGc nédo alterou
significativamente a retencdo do corante seja nos intestinos proximal, medial e distal,

respectivamente).
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GRAFICO - 11. Retencdo fracional da refeicio teste determinada 20min pés-prandial no estdmago e intestino
delgado (Proximal, Medial e Distal) em animais previamente submetidos ao modelo de inducdo da DP ou salina
para o grupo controle (N=05, o) ou experimental (6-OHDA , N=05, m) e pré-tratados cirurgicamente com

esplancnotomia e gangliectomia celiaca (EGc), seja para grupo controle (salina + EGc; N=05,5') ou

experimental (6-OHDA + EGc; N=05, B ). Os animais foram estudados 3 dias apds o protocolo cirdrgico
Padrdo e sacrificados 20min apds a administracdo, mediante gavagem, da refei¢do-teste (1,5ml de 0,5mg/ml de
vermelho fenol em solugdo de glicose a 5%). As barras verticais representam a média dos valores de retencédo
fracional do corante de cada segmento do trato gastrintestinal e as linhas verticais indicam o erro Padrdo da
média. A retencdo de corante no estbmago e intestino proximal, medial ou distal foi determinada por
espectrofotometria (560nm) e serviu para avaliar a taxa de esvaziamento géastrico e transito gastrintestinal. *,
p<0,05 vs controle. #, p<0,05 vs 6-OHDA. ANOVA seguida do teste Bonferroni.
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7. DISCUSSAO

Os resultados do nosso trabalho demonstram que o modelo de indugédo da DP
por 6-OHDA promoveu retarde do esvaziamento gastrico de liquido em diferentes tempos,
bem como retardo do transito intestinal, enquanto que a complacéncia gastrica ndo foi
alterada.

Diante dos modelos animais atuais de parkinsonismo induzido que visam
interromper ou reduzir 0s circuitos nigroestriatais, estes modelos ainda apresentam
particularidades, limitaces e ndo mimetizam perfeitamente o estado da DP (BOVE et al.,
2005). Pois, um modelo ideal da DP deverd apresentar sinais motores caracteristicos da
neurodegeneracdo dopaminérgica nigroestriatal com a formacéo de corpusculos de Lewy nos
neurdnios, a neurodegeneracdo central de outros sistemas de neurotransmissores
(noradrenérgico, serotoninérgico e colinergico); neurodegeneracdo de outras estruturas (loco
certleo, nacleo pedunculopontino, nicleo anterior olfatério); alteracbes comportamentais
relacionadas a neurodegeneracéo e alteragdes periféricas (CICCHETTI et al., 2009).

Muitos estudos envolvendo modelos animais da DP induzidos por neurotoxinas
descrevem a DP como uma doenca exclusiva do SNC desencadeando 0s sinais motores
classicos. Porém, a partir dos estudos de Braak (2006) a ideia de que a DP pode ser iniciada
fora do SNC foi instigada. Braak sugeriu que o processo patoldgico se inicia em dois pontos
distintos e simultaneos: no bulbo olfatério anterior e no plexo miontérico no SNE. Em
seguida, acomete 0s neurdnios ganglionares parassimpaticos e simpaticos na medula espinhal.
Portanto, estudos pré-clinicos que utilizem modelos animais na tentativa de compreender as
alteracdes fisiopatologicas da DP devem levar em consideracdo todos esses fatores.

Os sintomas como disfagia, nauseas e distensdo como um resultado de
deficiéncia no esvaziamento gastrico, disfuncdo do intestino, incluindo a frequéncia reduzida
de movimento do intestino e dificuldade de defecar, estdo entre os sintomas ndo motores mais
comuns da DP atualmente relatados (DROLET, et al., 2009).

Disfuncdo gastrintestinal € comum em todos os estagios da DP, sendo relatada
em aproximadamente 30% dos pacientes. Anormalidade estrutural e funcional do trato
gastrintestinal (TGI) é evidente na DP e quase todo o comprimento do TGI é vulneravel as
disfungdes. Disturbio de motilidade é considerado um dos principais sintomas gastrintestinal

(GI) associado com a DP. A prisdo de ventre é um exemplo da motilidade cdlica prejudicada
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verificada em muitos pacientes com DP. A constipacdo também € relatada por cerca de 90%
dos pacientes parkinsonianos (MARRINAN, et al., 2014).

Constipagdo, muitas vezes precede o inicio de sintomas motores por muitos
anos, tornando-se o alvo de investigagdes intensas na perspectiva do seu valor potencial como
marcador precoce da doenca. Portanto, a disfuncdo gastrintestinal (GI), agora € considerada
parte do quadro clinico, recebendo consideravel atencdo (COLUCCI, et al., 2012).

Neste estudo, foi observado que o bloqueio das vias vagais e esplancnicas foi
capaz de reverter o retarde do esvaziamento gastrico observado nos animais do grupo DP,
sugerindo o envolvimento de tais vias no retarde do esvaziamento gastrico observado. O TGl
é amplamente interligado com o sistema nervoso central, que recebe sinais de natureza tanto
simpatica quanto parassimpatica e fornecem uma extensiva inervacdo para os plexos SNE e
na DP os circuitos simpatico e parassimpatico sdo afetados. Evidéncias de que a 6-OHDA
acomete o SNE em roedores ja foram descritas em alguns estudos e que ela é capaz de reduzir
a atividade dos neurdnios que inervam SNE retardando assim, o esvaziamento gastrico. A
motilidade gastrintestinal é regulada por vias motoras excitatdrias e inibitorias intrinsecas
localizadas no plexo miontérico situadas entre as duas camadas da musculatura lisa intestinal.

A comunicagdo entre o intestino e o cérebro ocorre por vias aferentes e
eferentes. Os neurdnios aferentes primarios, que carregam a informacao sensorial para 0 SNC,
sdo localizados nos nervos vagais e nervos simpaticos (esplancnicos). Os aferentes primarios
esplancnicos possuem seu corpo celular na lamina | da medula espinhal e terminam no
intestino e eles estdo envolvidos na sensacdo de dor no trato gastrointestinal. Os aferentes
primarios vagais se projetam desde o trato gastrintestinal até o nucleo do trato solitario,
iniciando uma série de reflexos vagais que afetam a mastigacéo, a motilidade gastrointestinal
e as secregdes. Os terminais de alguns aferentes vagais terminam muito proximos as células
imunes da mucosa e respondem a uma variedade de sinalizac6es secretadas por mastécitos,
linfocitos, incluindo triptase, histamina, serotonina e diversas citocinas (MAYER, 2011).

As vias eferentes parassimpaticas consistem em nervos vagais que controlam a
motilidade e as secrecGes do trato gastrintestinal e em nervos sacrais que regulam
funcionalmente a parte distal do colon e o reto. A inervacdo do trato gastrointestinal superior
se origina no ndcleo da medula. Todos os eferentes vagais utilizam a acetilcolina como
principal neurotransmissor. O SNE também se comunica com o SNC através do sistema

imune. Os aferentes vagais podem responder a produtos secretados por mastécitos,
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macrofagos e a muitos mediadores inflamatdrios, sugerindo uma funcéo do nervo vago em
situacOes inflamatorias (GOEHLER et al., 2005; LEBOUVIER et al., 2009)

Os principais neurotransmissores inibitérios envolvidos na regulagdo da
motilidade gastrintestinal sdo o éxido nitrico e polipeptidio intestinal vasoativo (PIV), 0s
quais sdo sintetizados por neurénios morfologicamente e funcionalmente definidas, enquanto
que a acetilcolina ¢ o neuromediador excitatério mais representativo em todo o trato Gl
(COLLOCI et al., 2012).

Os estudos realizados confirmam que as vias inibitorias entéricas sdo as mais
afetadas pela perda dopaminérgica central sugerindo uma relacdo estreita entre nNOS e
expressdo (VIP) (COLLOCI et al., 2012). Os estudos de Zhu et al., 2012, utilizando 0 modelo
de inducdo por de 6-OHDA, mostraram o transportador de dopamina aumentado no plexo
miontérico em diferentes regibes do intestino, indicando que as alteracbes das vias
dopaminérgicas entéricos sao os pontos chaves na disfuncdo gastrintestinal.

No SNE, ocorrem as lesdes ao longo dos mioentérico e plexos submucosos
gastricos. Ha uma série de neurdnios sensiveis que se estendem a partir do SNE para 0 SNC
(BRAAK et al.,2006). De acordo com alguns estudos realizados com o0 modelo da injecao de
6-Hidroxidopamina (6-OHDA) encontrou-se diminuicdo dos neurbnios nitrérgicos e
dismotilidade do colon (BLANDINI et al., 2009), diminuicdo da expressédo de receptores D2,
bem como, aumento da expressdo do transportador de dopamina (DAT) e da tirosina
hidroxilase (TH) no PS dos animais lesionados (COLUCCI et al., 2012).

Portanto, neste modelo, para avaliar a motilidade gastrintestinal, faz-se uso de
refeicdo teste com um corante, como marcador ndo absorvivel para avaliacdo do esvaziamento
gastrico, vermelho de fenol glicosado a 5%, segundo Bueno e colaboradores (1998) e Gondim
e colaboradores (1999), tem como principal vantagem o fato desta ndo produzir radiacéo
ionizante, além de ser bastante eficiente no tocante a avaliacdo da motilidade GlI, tendo,
portanto uma boa acuracia e uma boa utilidade em investigacdes pré-clinicas. Em nosso
estudo utilizamos a técnica da determinacdo percentual da retencdo fracional do corante ao
longo dos segmentos, estbmago e intestino delgado, em periodo pds-prandial de 10 minutos
(SOUZA et al., 2009; GONDIM, et al., 1999). A literatura ainda cita que varias outras
técnicas metodoldgicas sdo indicadas para se avaliar a motilidade gastrintestinal, sejam em
estudos in vitro como em publicacbes de Karakida e colaboradores (1989) e Barlow e

colaboradores (2001), sejam em estudos in vivo como ja mostrados por Reynel e
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colaboradores (1956), Capelo e colaboradores (1983), Bojo e colaboradores (1991), Schwizer
e colaboradores (1996), Gilja e colaboradores (1999) e Van der Velde e colaboradores (1999).

Diante do exposto, vimos que nossos resultados demonstram que a inducdo da
DP retardou o esvaziamento gastrintestinal, mostram ainda, efeitos diretos ao se realizar a
curva de esvaziamento gastrico nos tempos de 10, 20 e 30 min. pds-prandiais, onde se percebe
uma clara retencdo maior no estbmago dos animais submetidos a DP em comparagdo ao
grupo controle, confirmados ao plotarmos os tempos de forma individual, evidenciando um
prejuizo dos farmacos administrado por via oral. Sendo os mecanismos destas alteracfes
gastrintestinais ainda poucos estudados (GARRICK, et al., 1988). Bem como, diminui¢do do
centro de massa do transito intestinal nos animais do grupo com DP. Com relacéo ao estudo
da complacéncia gastrica, alguns trabalhos mais antigos (STRUNZ E GROSMAN, 1978);
(JOHANNSEN, et al., 1981) e (BOJO et al., 1991) utilizaram bal6es intragastricos que foram
conectados por vasos comunicantes a reservatorios de liquidos que funcionam como
barostatos, tendo seu peso monitorado. Posteriormente, Azpiroz e Malagelada (1985)
desenvolveram para estudo da CG um sistema eletrdbnico com baldo intragastrico e
reservatorio de ar, mantidos a pressdo ou volume constante.

Este método, originalmente desenvolvido para cées e posteriormente adaptado
para seres humanos, ndo esta, entretanto, disponivel para aplicacdo em animais de pequeno
porte. Desta forma, optou-se neste trabalho pelo método adaptado por GRACA e
colaboradores (2002). Teve-se basicamente, um sistema de vasos comunicantes, formado por
baldo intragastrico, cateter e reservatério preenchido com solucdo idnica padrdo. Tal
reservatorio, com a capacidade de 30ml e didmetro de 2.5cm, continha sensor eletronico de
volume, acoplado ao pletismdmetro. Como as alteracdes de volume do reservatorio advindas
das variacdes nos tonus do estbmago foram, neste sistema, de pequena magnitude comparadas
ao volume total do reservatério, tais alteracbes ndo promovem modificacdo significante no
nivel liquido do reservatorio — elevado a altura de 4cmH,0O em relacdo ao apéndice xifdide.
Deste modo, o sistema utilizado pode ser considerado um barostato que distende o estbmago a
pressdo constante e monitorou-se apenas o volume do reservatdrio. Ademais, conforme
constatacdo de Souza e colaboradores (2003), o estudo da complacéncia por pletismografia se
mostra um método confiavel, reproduzivel e de facil execucao.

A partir de tal contexto e baseado na metodologia bastante difundida,

observamos que a inducdo da DP ndo promoveu diminuigdo nos valores do volume gastrico
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nas pressoes intragastricas 4, 8 e 12cmH,0, desta maneira, ndo tendo interferido no ténus
gastrico quando comparados com o grupo controle.

Tomados em conjunto é valido rememorar que os resultados do presente
trabalho experimental em ratos acordados demonstraram que a DP induzida por (6-OHDA)
compromete o esvaziamento gastrico bem como o transito intestinal, enquanto que a
complacéncia géastrica nao foi afetada, sendo que, estes fatores contribuem para o agravo dos
sintomas da DP, uma vez que a terapia medicamentosa é afetada, por exemplo, a absorcao
alterada do farmaco, ocasionada por distlrbios gastrintestinais provocados por DP. Contudo,
o retarde do esvaziamento gastrico nos animais submetidos ao modelo de indugdo da DP foi
revertido ap6s a intervencdo cirdrgica da vagotomia troncular e da esplancnotomia e
gangliectomia celiaca, sugerindo o envolvimento de tais vias com o retarde do esvaziamento

gastrico observado.
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8. CONCLUSOES

A DP induzida por 6-OHDA causou retarde do esvaziamento gastrintestinal e
retarde do transito intestinal de liquidos em ratos acordados, enquanto que, na complacéncia
gastrica ndo promoveu alteraces significativas. Verificou-se também que o bloqueio tanto da
via vagal quanto da via esplancnica atraves de intervencéo cirurgica foi capaz de reverter o
retarde do esvaziamento gastrico causado pela DP, sugerindo assim, o envolvimento de tais
vias no retarde do esvaziamento gastrico em animais submetidos ao modelo de inducéo da

Doenca de Parkinson por 6-OHDA.
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