ANGELA REKSIDLER BRAGA

EFEITOS DO PARECOXIB - UM INIBIDOR DA COX 2 - NO MODELO
DE PARKINSONISMO INDUZIDO POR MPTP EM RATOS

Dissertac&o apresentada como requisito parcial
para a obtencdo do titulo de Mestre em
Farmacologia, Curso de Pés-Graduagdo em
Farmacologia, Setor de Ciéncias Biologicas,
Universidade Federal do Parana.

Orientadora: Prof.? Dr.? Maria Aparecida B. F.
Vital

Co-orientador: Prof. Dr. Roberto Andreatini

CURITIBA
2005



[~ B e ¥ U A S

Dot T o S S Sy S S U
0 I ANV A WN = O VO

Ministério da Educacao i
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
Setor de Ciéncias Biolégicas

U F P R Departamento de Farmacologia
- > Programa de Pés-Graduagdo em Farmacologia

Nivel Mestrado e Doutorado

ATA DO JULGAMENTO DA DEFESA DE DISSERTACAO DE MESTRADO

Ao sétimo dia do més de novembro do ano de dois mil e cinco, as 14 horas, no Anf. 10,
do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana, reuniu-se a
Comiss3o Examinadora de Dissertagdo de Mestrado de autoria da P6s-Graduanda em
Farmacologia, ANGELA REKSIDLER BRAGA, intitulada: “Efeitos do Parecoxib —
um inibidor da COX-2- no modelo de Parkinsonismo induzido por MPTP em ratos”,
sob orientagdo da Prof* Dr* Maria Aparecida Barbato Frazio Vital, e composta pelos
professores: Dr. HELIO GUIDONI TEIVE (Neurologia-UFPR) e Dr. Claudio da Cunha
( Farmacologia-UFPR). A Banca Examinadora iniciou os trabalhos. A candidata teve
quarenta e cinco minutos para expor oralmente seu trabalho, sendo em seguida argiiida
durante quinze minutos por cada um dos membros da Banca, e tendo trinta minutos para
responder a cada uma das argiiigdes. No final a Comissdo Examinadora emitiu o
seguinte parecer de acordo com o Regimento Interno do Programa de Pés-Graduagdo
em Farmacologia, a P6s-Graduanda foi  ~ na . cnsSiclo . Para a publicagéo
o trabalho deverd sofrer as modificages Sugeridas, que serdo conferidas por sua
orientadora. Nada mais havendo a tratar, a Presidente deu por encerrada a sessdo, da
qual foi lavrada a presente ata, que serd assinada pela Presidente e pelos demais
Membros da Banca Examinadora, em Curitiba, 07 de novembro de 2005.

“Wome 0B M

Dr* Maria Apar%:ida Barbato Frazo Vital (Orientadora)

Ll

Dr. Helio Guidoni Teive (Dept® Neurologia-UFPR)

NL /o

‘Dr. Claudio da Cunha (Dept°Farmacologia-UFPR)

Centro Politécnico - Caixa Postal 19031 - 81531-990 Curitiba, PR
Tel: (41) 3361-1693 - Fax: (41) 3266-2042 - olasmacclosindyloene




Ministério da Educacédo )
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
Setor de Ciéncias Bioldgicas

U F P R Departamento de Farmacologia
> Programa de Pés-Graduagdao em Farmacologia

Nivel Mestrado € Doutorado

PARECER

A Comiss3o Examinadora de Dissertacio de Mestrado “EFEITOS DO
PARECOXIB - UM INIBIDOR DA COX-2 - NO MODELO DE
PARKINSONISMO INDUZIDO POR MPTP EM RATOS”, de autoria da Pods-
Graduanda, ANGELA REKSIDLER BRAGA, e composta pelos Professores Dr*
Maria Aparecida Barbato Frazdo Vital, (orientadora-UFPR), Dr. Helio Guidoni Teive
(Dept® Neurologia — UFPR), Dr. Claudio da Cunha (Dept® Farmacologia - UFPR). De
acordo com o Regimento Interno do Programa de P6s-Graduagio em Farmacologia, a

P6s-Graduanda foi Q\?QAQJ\VQ»\O(L« . Para a devida publicagio o

trabalho deve sofrer as modificagSes sugeridas, que serfo conferidas pela orientadora.

Em Curitiba, 07 de novembro de 2005.

Dr* Maria Aparecida Barbato Frazdo' Vital

fofirt—

- Dr. Helio Guidoni Teive

Dr. CHudio da Cunha

Centrn Politécnicrn - Caiva Pnactal 1QN21 - R1K821.0QN MNurikha DD



Agradeco a Deus
Aos meus familiares
Aos meus amigos
Aos meus Professores do Depto. de Farmacologia e
ao Professor Dr. Silvio Zanata do depto. de Patologia
Agradego a minha orientadora Prof®. Dr°.Maria A. B. F. Vital (pela dedicagdo e
por seu exemplo)
Agradeco ao meu co-orientador Prof. Dr. Roberto Andreatini
Agradego ao Prof. Dr. Cladudio Da Cunha
Agradegco a farmacéutica Silvia Gennari e aos funciondrios do biotério é do
Depto. de Farmacologia
Agradego aos meus colegas (e grandes amigos) do curso de mestrado
Agradeco ao meu marido Marcelo (companheiro, amigo e incentivador)
Agradeco a vida dos animais que foram utilizados nos experimentos
Obrigada pela oportunidade e incentivo que vocés me proporcionaram de poder
enxergar a vida de maneira diferente, encontrar a beleza da observagéo e de
fazer ciéncia.
Obrigada pela chance a’é poder mudar o mundo!

Angela Reksidler Braga

VEJA QUE LIN-
DA PEDRA’ EU

ACHEI, MANO-
uto

[LINDA? € uMA\ /MAS...'TEM COR E\
PEDRA. © QUE FORMA DE PEDRA.
TEM DE LINDO? 1Sso € unpo? —1

PARA MIM, €

INFELI2!

A COR,
A FORMA ..
€ LINDA!




SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS ..., iV
LISTA DE FIGURAS ... v
RESUMO . ..o viii
TUNTRODUGAO. ...t 02
1.1 DOENCA DE PARKINSON.......cuviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeenn 02
1.2 CARACERISTICAS CLINICAS DADP......coocvoieee 03
1.2.1 Déficits Cognitivos na DP.............cc.vvvvvvvvvvninnn. 03

1.3 CARACTERISTICAS NEUROQUIMICAS E
NEUROPATOLOGICAS DADP.....ooeioeeeeeeeeeeeeeeee. 04
1.4 ETIOLOGIADADP. ... 07
1.5 MODELOS ANIMAIS DADP. ... 08
1.5.1 modelo animal de parkinsonismo induzido por

M P T P e 09

1.6 INFLAMACAO EDP....o.ooeeeee e, 10
1.6.1 Neuroinflamagdo e DP..............cccccceeeeeiii i, 13

1.7 ANTINFLAMATORIOS EDP...ooooioeeeeeeeee e, 14

2. OBUJETIVOS . ... 16
2.1 OBJETIVO GERAL. ... 16
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.....coeeoeeeeeeeeeeeeeeeee . 16

3. MATERIAIS EMETODOS ... ..o, 17
B ANIMALS 17

B 2 DROGAS . .. 17
3.3 TRATAMENTO FARMACOLOGICO COM
PARECOXIB. ... oo, 17
3.4 CIRURGIA ESTEREOTAXICA ..o 17
3.5 OBSERVACOES COMPORTAMENTAIS......cocovevee. 18
3.5.1 Campo aberto.........cccoooeeeiiiiiiiii 18

3.5.2 Labirinto aquatico de Morris................vvneennn.... 19
3.521Versdocuedtest.........coovveviiiiiiiiiiniin, 20

3.6 ENSAIOS BIOQUIMCOS......oiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee, 20
3.6.1 Extracdo de proteinas............cccccvvvveeeeieeeccinnnnn, 20

3.6.2 Western blotting...................cooooi 21

3.6.3 Analise densitométrica...........cccooveeeviiiiienn . 21

3.7 ANALISE ESTATISTICA ...cov oot 22

4. RESULTADOS ... ..ol 22
4.1 RESULTADOS DA AVALIACAO DO TESTE DO CAMPO
ABER T O .. 22
4.2 RESULTADOS DA AVALIACAO DO TESTE DO
LABIRINTO AQUATICO - VERSAO CUED.........c.cccccc....... 25
4.3 RESULTADOS DA QUANTIFICACAO DA TH POR
WESTERN BLOTTING.....ccooiiee e 29

5. DISCUSSAO ...t e, 35
6. CONCLUSOES . ..., 42
7.BIBLIOGRAFIA . ..., 43



LISTA DE ABREVIATURAS

AD - Doenca de Alzheimer

AIE - antiinflamatério esteroidal

AINE - antiinflamatério ndo-esteroidal
ATP - adenosina trifosfato

ATV - area tegmental ventral

5-HT - serotonina

CL - corpusculo de Lewy

COX - ciclooxigenase

COMT - catecol-O-metiltransferase

DA - dopamina

DAT - transportador de dopamina
DOPAC - 3,4-dihidroxifenilacético

DP - Doenca de Parkinson

GABA - &cido y-aminobutirico

HVA - acido homovanilico

H,O, - peréxido de hidrogénio

Ig - imunoglobulina

IL - interleucina

I.v.- via intavenosa

LPS - lipopolissacarideo

MAOQO-B - monoamino oxidase-B

MPDP? - 1-metil-4-fenil-2,3-dihidropiridium
MPTP - 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
MPP* -1-metil-4-fenilpiridina

NO - éxido nitrico

PG - prostaglandinas

ROS - espécies reativas de oxigénio

6 - OHDA - 6 - hidroxidopamina

SN - Substancia negra

SNC - sistema nervoso central

SNpc - Substéancia negra parte compacta
TH - tirosina hidroxilase

TNF-o - fator de necrose tumoral o
VMAT-2 - transportador vesicular da monoamina 2



LISTA DE FIGURAS
Figura 1: Representacdo esquematica da via nigro-estriatal normal € na DP e
imunohistoquimica marcando inclusbes intracelulares em neurdnios

dopamineérgiCos NA SINPC..........oviiiiiiii e 05

Figura 2: Representacdo esquematica do metabolismo do MPTP e das vias do

MP P INtraCelUlar. ... 10
Figura 3: Campo @berto............ccoooiiiiiii 19
Figura 4: Labirinto aquatico de Morris versédo cued test....................ccccvvvvvnn.. 20

Figura 5. Efeitos da administracao de parecoxib em ratos tratados com MPTP

intranigral no  parédmetro de laténcia no teste do campo

Figura 6: Efeitos da administragcdo de parecoxib em ratos tratados com MPTP

intranigral no parametro de locomo¢&o no teste do campo aberto.................... 23

Figura 7: Efeitos da administragcdo de parecoxib em ratos tratados com MPTP

intranigral no parametro de levantar no teste do campo aberto........................ 24

Figura 8: Efeitos da administragcdo de parecoxib em ratos tratados com MPTP

intranigral no parametro de imobilidade no teste do campo

Figura 9: Efeitos da administracado de parecoxib em ratos tratados com MPTP
intranigral no teste do Labirinto Aquatico de Morris — versao cued test durante

12 dias, no parametro da laténcia................cccooooeiii i 26

Figura 10: Efeitos da administracdo de parecoxib (2 mg/kg diariamente) em

ratos tratados com MPTP intranigral no teste do Labirinto Aquatico de Morris —

\



versao cued test durante 12 dias, no parametro de

Ve OGO, ..o 26

Figura 11: Trajetérias representativas dos grupos de animais submetidos ao

labirinto aquatico de Morris - versao cued

Figura 12: Western blotting da TH na SN de ratos controle, sham e MPTP
tratados com salina e parecoxib sacrificados 24 h apdés a

(o (U o | = TSRS 29

Figura 13: Western blotting da TH no estriado de ratos controle, sham e MPTP
tratados com salina e parecoxib sacrificados 24 h apdés a

(o (U o | = TSRS 30

Figura 14. Western blotting da TH na SN de ratos controle, sham e MPTP

tratados com salina e parecoxib sacrificados 7 dias apos a cirurgia................. 31

Figura 15. Western blotting da TH no estriado de ratos controle, sham e MPTP
tratados com salina e parecoxib sacrificados 7 dias apdés a

(o (U o | = TR 31

Figura 16: Western blotting da TH na SN de ratos controle, sham e MPTP
tratados com salina e parecoxib sacrificados 14 dias ap6s a

(o1 (¥ o = TP 32

Figura 17: Western blotting da TH no estriado de ratos controle, sham e MPTP
tratados com salina e parecoxib sacrificados 14 dias ap6s a

(o1 (¥ o = TP 33

Figura 18: Western blotting da TH na SN de ratos controle, sham e MPTP
tratados com salina e parecoxib sacrificados 21 dias apdés a

(o1 (¥ o | = TSR 33



Figura 19: Western blotting da TH no estriado de ratos controle, sham e MPTP
tratados com salina e parecoxib sacrificados 21 dias apds a

(o (U o= TSRS 34

Vil



RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) € uma das mais comuns desordens
neurodegenerativas, que ocorre de maneira progressiva e irreversivel com
maior incidéncia em idosos. Além das alteracbes motoras e autondmicas, ja
foi demonstrado que os pacientes com DP apresentam redugdo nos
processos cognitivos.

A DP assim como seu modelo animal induzido por MPTP possuem
como caracteristica induzirem 0 aumento da expressdo da enzima
ciclooxigenase tipo 2 (COX-2), que por sua vez catalisa a producdo de
prostaglandina E2 (PGE). As enzimas COX estéo envolvidas com alteragbes
complexas de muitas patologias do sistema nervoso central (SNC). A
expressdo aumentada da COX-2 tem sido observada em neurbnios lesados e
degenerados, o que sugere que a COX-2 contribua para o dano neuronal.
Assim, neste trabalho buscou-se investigar a influéncia do tratamento com o
parecoxib, que tem como alvo primario a isoenzima COX-2, na possivel
reversdo de alteragbes motoras e cognitivas e do conteudo de tirosina
hidroxilase (TH) na substancia negra (SN) e no estriado de ratos tratados com
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) intranigral através de cirurgia
estereotaxica.

Os animais foram divididos em grupos da seguinte maneira:
MPTP+salina, MPTP+parecoxib, Sham+salina, Sham+parecoxib,
controle+salina e controle+parecoxib. Os animais do grupo MPTP foram
submetidos a cirurgia estereotaxica e receberam a microinfusdo bilateral de
MPTP diretamente na SN. Para a cirurgia foram utilizadas as seguintes
coordenadas estereotaxicas: antero-posterior (AP): 5.0 mm a partir do bregma;
médio-lateral (ML): 2.1 mm a partir da linha média e dorso-ventral (DV): -7.7
mm a partir da calota craniana e foram injetados 100 ug de MPTP em 1 pul de
solugdo salina com um fluxo de 0,33 pl/min. O grupo Sham foi submetido a
cirurgia, no entanto ndo recebeu MPTP e o grupo controle ndo foi submetido a

cirurgia estereotaxica.
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O tratamento farmacoldgico utilizou o parecoxib (Bextra, Pharmacia
Pfizer Ltda) dissolvido em solucao salina 0,9%, nas doses de 10 mg/kg, 1 hora
antes da cirurgia estereotaxica e na dose de 2 mg/kg durante vinte e dois dias
apds a cirurgia dias ap0os a cirurgia estereotaxica. O comportamento motor dos
grupos foi avaliado, através do teste do campo aberto nos tempos: 24 horas, 7,
14 e 21 dias ap06s a cirurgia. Os resultados apresentaram evidéncias de um
efeito neuroprotetor conferido pelo parecoxib, uma vez que 24 horas apos a
cirurgia ndo se observou reducdo nos parametros de locomogéo e levantar,
nestes animais em comparacido ao grupo controle+salina. Além disso,
verificamos a reducdo do tempo de imobilidade, em comparagcdo ao grupo
controle+salina. No entanto, 7 e 14 dias ap0s a cirurgia o parecoxib apresentou
um possivel efeito modulatério sobre a atividade dopaminérgica dos animais
lesados, haja vista que o grupo MPTP+salina apresentou hiperlocomocéao,
nestes tempos, enquanto que o grupo MPTP+parecoxib ndo diferiu do grupo
controle+salina.

O tratamento com parecoxib preservou a habilidade dos animais lesados
em realizar a tarefa do labirinto aquatico de Morris — versdo cued fest,
indicando um efeito restaurador na memoaria de habito, avaliados neste teste.

Os dados de western blotting também indicam que o parecoxib
apresentou efeito neuroprotetor quanto ao conteudo de TH na SN nos tempos
de 7, 14 e 21 dias apds a cirurgia estereotaxica, ao passo que este efeito
neuroprotetor foi visto no estriado apenas nos tempos de 14 e 21 dias. Sugere-
se que o MPTP produziu redugdo no conteudo de TH no estriado, de forma
tardia, em relacdo a SN. Este efeito pode ser em decorréncia da extenséo da
les&o. O retardo no aparecimento da deple¢éo de TH no estriado sugere que o
parecoxib apresente um efeito neuroprotetor por preservar, de alguma forma, o
conteudo de TH dos neurdnios. Portanto, esse efeito ndo se deve a uma
possivel indugéo, per se, da expressao de TH nos neurdnios estriatais.

Portanto, o MPTP pode ser considerado um bom modelo animal para o
estudo das alteragbes motoras, cognitivas e bioquimicas da DP. Os resultados
do presente estudo indicaram que o0 parecoxib preveniu a neurotoxicidade do

MPTP neste modelo animal da DP. _
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ABSTRACT

Parkinson’s disease (PD) is the one of the most commons
neurodegenerative disorders. Besides the motor and autonomics
impairments, PD patients present reduction of cognitive processes.

PD and their most known animal model, MPTP, share as a
remarkable characteristic, the specific induction of cyclooxygenase-2
(COX-2) protein, which by itself, catalyses the production of prostaglandin
E. (PGE,). The up-regulation of COX-2 has been described in neuronal
lesions, suggesting that enzyme contributes neuronal damages.

The objective of this study was to investigate the influence of
parecoxib, a selective COX-2 inhibitor, in the motor, cognitive and
biochemical parameters of MPTP-lesioned rats.

The groups of rats were divided randomly as followed:
MPTP+saline, MPTP+parecoxib, Sham+saline, = Sham+parecoxib,
control+saline and control+parecoxib. Stereotaxic surgeries were
proceeded with bilateral intranigral infusions of 1 uL of MPTP (100
ug/1ul) or Sham procedures. The following coordinates were used: -
5.0mm from bregma; mediolateral (ML) £ 2.1mm from midline;
dorsoventral (DV): -7.7mm from skull.

The pharmacological treatment used parecoxib (Bextra,
Pharmacia Pfizer Ltda) diluted in saline 0.9% at 10 mg/kg 1 h before the
surgeries and 2 mg/kg daily, until the end of the experiments. Open field
was performed 24 h, 7, 14 and 21 days after the surgeries. The results
presented evidences of a neuroprotective effect conferred by parecoxib
24 h after surgery, in locomotion parameter. On the other hand, 7 and 14
days parecoxib showed a possible modulatory effect on the dopaminergic
activity, of the MPTP-lesioned rats.

Water maze task — cued test version was performed to evaluate the
habit memory, witch is dependent on the striata. Parecoxib treatment

showed a preservation effect in tha’g( parameter.



Western blotting data also indicated a neuroprotective effect,
attributed by the parecoxib treatment, on the Tirosyne hidroxilase content
present in the SN (TH) at the timepoints 7, 14 and 21 days after
surgeries. Nevertheless, this neuroprotective effect was observed only 14
and 21 days in the striatum, suggesting that the size of the lesion is
important for determine the TH response, present in the tissue.

In summary, the MPTP model can be considered a good animal
model to study the motor, cognitive and biochemical alterations present in
PD. The present results demonstrated that parecoxib treatment prevented

the neurotoxicity of MPTP in this animal model.
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1. INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE PARKINSON

A doencga de Parkinson (DP) € uma das mais comuns desordens
neurodegenerativas. Cerca de 1 a 3% da populagdo com mais de 65 anos de
idade é afetada (EBERHARDT E SCHULZ, 2003; LANG E LOZANO, 1998). Ha
evidéncias de que atualmente existe um aumento na prevaléncia da DP (ORR
et al, 2002).

A média de idade para ocorréncia da DP € de 55 anos, sendo que o
seu risco de desenvolvimento aumenta em cinco vezes por volta dos 70 anos
de idade (HALD E LOTHARIUS, 2005). Contudo, podem-se encontrar
pacientes com inicio da doen¢a mais precoce, antes dos 40 anos e até mesmo
abaixo dos 21 anos de idade (MENESES E TEIVE, 2003). E a segunda doenca
neurodegenerativa relacionada a idade depois da Doenca de Alzheimer (AD)
(DAUER E PRZEDBORSKI, 2003; EBERHARDT E SCHULZ, 2003).

A evolugado da DP é progressiva, desencadeada pela perda neuronal
irreversivel e incapacitante e € caracterizada por desordens de movimento
(MENESES E TEIVE, 1996). Ndo se observa prevaléncia por sexo (LEV et al.,
2003; ORR et al, 2002). Os sintomas clinicos sdo caracterizados por
anormalidades motoras que incluem tremor, fraqueza muscular, instabilidade
postural e escassez de movimentos voluntarios (TEISMANN ef al., 2003). Estes
sintomas podem ser acompanhados por disfungcbes autondmicas e disturbios
psico-organicos como depressao e apatia (BIRKMAYER E RIEDERER, 1985;
VALLDEORIOLA et al., 1997, CALNE, 2001).

Os sintomas clinicos da DP foram descritos pela primeira vez em
1817 por James Parkinson (médico inglés e membro do colégio real de
cirurgiées) no seu classico “Ensaio sobre a paralisia agitante” (DAUER E
PRZEDBORSKI, 2003; TEIVE E MENESES, 1996). Em 1920, Jean-Martin
Charcot reconheceu o pioneirismo de James Parkinson na descricdo da
paralisia agitante denominando-a com o nome do seu descobridor (BURCH E
SHEERIN, 2005). E mesmo apds mais de um século do descobrimento da DP
a sua patogénese ainda n&o é completamente entendida (SHIMOHAMA, 2003),

e o0 seu tratamento € basicamente sintomatico (LEV et al., 2003).



A doenca é também caracterizada por uma maci¢a e progressiva
destruicdo dos neurdnios dopaminérgicos na sustancia negra (SN)
(KUROSAKI, et al, 2004). No estriado também ha perda dos metabdlitos da
dopamina (DA): acido homovanilico (HVA) e 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC)
(LANG E LOZANO, 1998; MIZUNO, 1999), e reducdo da atividade de enzimas
envolvidas na sintese de DA, como a tirosina hidroxilase (TH) e DOPA-
descarboxilase (GERLACH E RIEDERER, 1996).

1.2 CARACTERISTICAS CLINICAS DA DP

Clinicamente é caracterizada pelos seguintes sinais cardinais: tremor
em repouso, lentiddo nos movimentos voluntarios, rigidez e instabilidade
postural (FAHN, 2000). Esses sintomas podem ser acompanhados por
anomalias posturais, sintomas vegetativos (que incluem aumento de salivacéo,
seborréia, constipacio, vermelhiddo e sudorese) e disturbios psico-organicos
como depressdo, apatia, e deméncia (GERLACH E RIEDERER, 1996).
Anormalidades de humor e cognicdo também ocorrem frequentemente;
pacientes se tornam passivos ou retraidos, com falta de iniciativa; eles
permanecem calados a menos que sejam encorajados a participarem de
atividades. Respondem demoradamente a questdes, e 0s processos cognitivos
s&o vagarosos (“bradifrenia”) (DAUER E PRZEDBORSKI, 2003). Usualmente
existe uma assimetria nos sinais e sintomas motores extrapiramidais (GELB et
al., 1999).

1.2.1 Déficits cognitivos na DP

Além das alteragcdes motoras e autondmicas, ja foi demonstrado que
os pacientes com DP apresentam reducgédo dos processos cognitivos (LINDER
et al, 1999). Ocorre a diminuicdo de iniciativa, do interesse pelos
acontecimentos do cotidiano e das coisas pessoais ou familiares,
representando o estagio depressivo da DP além do mais sinais de deméncia
podem ocorrer (ANDRADE E FERRAZ, 1996). A deficiéncia cognitiva € um
sintoma comum em pacientes com DP e tem sido frequentemente descrita nos
estagios iniciais da DP, fase pré-sintomatica, quando as alteracbes motoras
ainda ndo se mostram evidentes (CALNE, 2001; FERRO et al., 2005).



DA CUNHA E COLS. 2001, sugerem que os déficits cognitivos que
ocorrem na DP estdo provavelmente relacionados ao prejuizo na aquisicdo da
memoria e no processo de retencdo. Em pacientes com DP, as alteragdes
cognitivas encontradas envolvem lentidao no processamento de informagdes e
prejuizo na aquisicdo das memoérias de curto prazo (VALLDEORIOLA et al,
1997), esse tipo de meméoria € classificado levando-se em conta a natureza ou
o tempo de duracdo da informacéo, e esta envolvida com o armazenamento de
informagdes por minutos a horas; podendo posteriormente formar memoaria de
longa duragao (duram muitos meses ou anos) (IZQUIERDO, 2002).

A meméria também pode ser classificada de acordo com a natureza
da informagdo processada em declarativa e n&o-declarativa. A memoria
declarativa ou explicita € a memoria a qual o individuo tem a habilidade de
relembrar conscientemente das informagbes; a memoéria ndo-declarativa ou
implicita esta relacionada com fatores involuntarios e inconscientes, sendo
adquirida e evocada automaticamente (HAY ef al., 2002; DANION et al., 2001).

Uma terceira forma de classificagdo da memoria envolve a fungéo.
Um exemplo deste tipo de meméria é a operacional ou memoaria de trabalho,
que consiste na capacidade do individuo reter uma determinada informacéao por
alguns segundos ou minutos enquanto o trabalho esta sendo realizado. Este
tipo de memédria diferencia-se das demais por n&o produzir arquivos € seu
processamento € acompanhado por poucas alteragbes bioquimicas
dependentes, principalmente, do cértex pré-frontal (IZQUIERDO, 2002).

Neste sentido, a reducéo da atividade dopaminérgica no estriado e
no lobo frontal na DP pode provocar prejuizo na memoria de trabalho,
dificultando o processo da memoria declarativa que requer estratégias
operacionais (STEBBINS et al., 1999).

E desta forma, os déficits cognitivos observados na DP séo
principalmente sobre o funcionamento visual-espacial, meméria e execugao de
fungdes. Os déficits de memodria incluem: aprendizados de procedural, memoria
de trabalho e defeitos na retencédo de memoria (DA CUNHA et al., 2001).

1.3 CARACTERISTICAS NEUROQUIMICAS E NEUROPATOLOGICAS DA DP
Os sinais patologicos séo: perda de neurdnios dopaminérgicos da SN

(ORR, 2002) e presenca de inclusdes citoplasmaticas chamadas de corpusculo



de Lewy (CL) (DAUER E PRZEDBORSKI, 2003). A via dopaminérgica
nigroestriatal € composta por neurénios dopaminérgicos cujos corpos celulares
se localizam na substancia negra parte compacta (SNpc) e projetam seus
axodnios para o estriado (PRZEDBORSKI, 2005) (Figura 1).

A. Normal B. Parkinson’s
Disease
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™~y
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Figura 1: Representacdo esquematica da via nigroestriatal normal (A) € na DP
(B). Em C imunohistoquimica marcando inclusdes intracelulares (CL) em
neurdnios dopaminérgicos na SNpc. Extraido de: (DAUER E PRZEDORSKI,
2003).

Os CL s&o agregados eosinofilicos intracitoplasmaticos compostos
por uma variedade de proteinas como: a-sinucleina, parkina, ubiquitina e
neurofilamentos (TOGO et al.,, 2001). E outras anormalidades histolégicas
podem ser encontradas em diferentes sistemas celulares dopaminérgicos e
nao-dopaminérgicos (DAUER E PRZEDORSKI, 2003).



A degeneracdo de neurbnios dopaminérgicos da via nigroestriatal
leva a redugédo dos niveis de DA no estriado e em outros nucleos dos ganglios
da base (GERLACH E RIEDERER, 1996) . Os ganglios da base formam um
grupo de nucleos subcorticais que controlam os movimentos voluntarios; s&o
eles: estriado (caudado e putamen), globo palido (interno e externo), nucleo
subtalamico, e SN (pars compacta e reticulata) (BURCH E SHEERIN, 2005).

A deficiéncia de DA, que é mais pronunciada no putamen, é
caracteristica em todas as formas de manifestacdes da doenc¢a, ndo ocorrendo
em nenhuma outra doenga neurodegenerativa. O caudado apresenta uma
deficiéncia intermediaria de DA enquanto o estriado ventral € menos afetado
(REYNOLDS E GARRETT, 1986; HOSTINK E MORRISH, 1999).

Correlagbes entre analises clinicas e bioquimicas, mostram que os
sintomas caracteristicos da DP come¢am a aparecer quando aproximadamente
80% e 60% do conteudo de DA no putamen e na SNpc respectivamente é
perdido (DAUER E PRZEDBORSKI, 2003). As enzimas responsaveis pela
degradacgao da DA, catecol-O-metiltransferase (COMT) e monoamino oxidase-
B (MAO-B) n&o apresentam suas atividades reduzidas. Em contraste com
esses disturbios pré-sinapticos, os receptores pds-sinapticos de DA no estriado
aparecem inalterados e completamente funcionais sendo isso evidenciado por
estudos de binding de receptor (GERLACH E RIEDERER, 1996).

Em fases avancadas da doenga ocorrem mudancas em outros
neurotransmissores e em outros sistemas de neuromoduladores. A reducio da
noradrenalina esta relacionada com a destruicdo de neurdnios noradrenérgicos
e é responsavel por certos sintomas ndo motores da DP, como por exemplo,
deméncia, depresséao e estados vegetativos (GERLACH E RIEDERER, 1996).

Existe queda da concentragao de serotonina (5-HT) demonstrada em
todas as regibes cerebrais, embora ndo existam evidéncias de processos
degenerativos envolvidos. Ocorre também uma diminuicdo na atividade da
enzima glutamato descarboxilase, enzima responsavel pela biossintese do
acido y-aminobutirico (GABA), que pode ser consequéncia da
neurodegeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos da via nigroestriatal
(GERLACH E RIEDERER, 1996).



1.4 ETIOLOGIA DA DP

Apesar de varios esforgos feitos para esclarecer a origem da doenca
sua etiologia permanece um mistério, dificultando desta forma a prevencéo de
sua ocorréncia (HUNOT, 2001; FERGER E TEISMANN, 2001).

De 5 a 10% dos casos da DP observam-se ligacbes entre a
ocorréncia da doenca e mutacbées em um pequeno numero de genes (forma
familiar) (VILA E PRZEDBORSKI, 2004; HALD E LOTHARIUS, 2005).

Mutagbes na a-sinucleina na forma familiar da DP séo herdadas de
maneira autossbmica dominante, e as formas mutantes desta proteina
apresentam uma fungdo toxica nas células dopaminérgicas (DAWSON E
DAWSON, 2003; ERIKSEN et al., 2005). Uma completa supresséo da proteina
o-sinucleina ndo resulta no desenvolvimento do fendtipo da DP (ERIKSEN et
al., 2005). Além do mais, CHANDRA E COLS., 2004, demonstraram que a
redugdo dos niveis da a-sinucleina é terapéuticamente possivel pois a redugéo
da expressio desta proteina em camundongos € bem tolerada. A reducdo da
expressdo da o-sinucleina foi benéfica pois preveniu a neurotoxicidade
dopaminérgica mediada pelos altos niveis desta proteina e também preveniu a
neurotoxicidade pela neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP)
em camundongos (DAUER, 2002).

Tem-se demonstrado que a forma monogénica do parkinsonismo
causado por mutacdes da parkina (herdada de maneira recessiva) representa
uma importante causa do parkinsonismo precoce sem histérico familiar,
especialmente antes dos 30 anos de idade. Entretanto, mesmo quando 0 inicio
ocorre entre idades de 30 e 45 anos, a parkina ainda € responsavel por 8% dos
casos isolados de parkinsonismo. O fendtipo gerado pela parkina € variavel,
porém n&o pode ser distinguido de casos n&o derivados dela (PERIQUET et
al., 2003).

Apesar das diferentes caracteristicas clinicas e patolégicas das
formas de manifestacdo da DP, ambas (familiar e n&o-familiar) apresentam as
mesmas anormalidades bioquimicas, principalmente em relacédo a deplecéo do
conteudo de DA mesencefalico (PRZEDBORSKI, 2005).



Teoricamente, a neurodegeneracao progressiva pode ser provocada
por uma exposi¢ao cronica a neurotoxinas dopaminérgicas, ou por uma breve
exposicao que leva ao inicio de uma cascata de eventos deletérios (DAUER E
PRZEDBORSKI, 2003). O fato de que um grupo de jovens intoxicados com
MPTP desenvolveu uma sindrome semelhante a DP (LANGSTON, 1983) € um
exemplo de como uma toxina exdgena pode mimetizar as caracteristicas
clinicas e patoldgicas da doenga. Além do MPTP, alguns fatores ambientais e
ocupacionais como o herbicida paraquat, que € similar estruturalmente ao
MPP* (1-metil-4-fenilpiridina) (MPP* é o metabdlito ativo do MPTP) e o
inseticida rotenona, que apresenta toxicidade mitocondrial semelhante ao
MPP*, sdo largamente utilizados e distribuidos no meio-ambiente e estdo

associados com um aumento da prevaléncia da doenc¢a (GORELL et al, 2004).

TANNER, 1992 demonstrou em estudos epidemioldégicos em
humanos, que ha um aumento no risco de desenvolvimento da DP em
residentes rurais expostos a herbicidas e pesticidas. Por outro lado, HERNAN e
COLS, 2002 demonstram que fumantes e bebedores de café estdo
inversamente associados com o risco de desenvolver a doencga. Reforgcando
desta maneira o conceito de que fatores ambientais podem interferir na
susceptilidade do desenvolvimento da DP (DAUER E PRZEDBORSKI, 2003).

Outra possibilidade para a causa, além das hipbteses genéticas e
ambientais, € a neurodegeneracdo causada por toxinas endogenas, que
podem ser originadas em virtude de erros em algumas vias metabdlicas € que
fatores, incluindo a inflamac&o também estariam envolvidos na patogénese da
DP (SAIRAM et al., 2002).

1.5 MODELOS ANIMAIS DA DP

Modelos animais s&o fundamentais para os avangos das ciéncias
médicas, pois eles permitem um estudo dos mecanismos patogénicos e dos
principios terapéuticos do tratamento dos sintomas na doenc¢a humana. Uma
vez compreendido os mecanismos causais da doenca, os modelos animais
também sao importantes no desenvolvimento da terapéutica para o tratamento

desta. Modelos animais refletem as caracteristicas da doen¢ca no homem,



simulam as mudancas patologicas, histoldgicas e bioquimicas da doenga e
seus disturbios funcionais (GERLACH E RIEDERER, 1996).

A DP é uma doenca humana, e ndo se manifesta espontaneamente
em animais, € somente observada através da administracdo de agentes
neurotoxicos, como por exemplo, a utilizacggo do MPTP (GERLACH E
RIEDERER, 1996).

1.5.1 Modelo animal de parkinson induzido por MPTP

O reconhecimento do MPTP como neurotoxina foi em 1982 quando
um grupo de dependentes de drogas desenvolveu um parkinsonismo grave. A
sindrome foi causada por uma auto-administracido de um analogo de heroina
sintética, que por sua vez continha como contaminante o MPTP, sendo este
altamente lipossoluvel, fato que Ihe confere a grande capacidade de cruzar a
barreira hemato-encefélica (LANGSTON, 1983; BALLARD, 1985).

Uma vez no cérebro, a pro-toxina MPTP é oxidada a 1-metil-4-fenil-
2,3-dihidropiridium (MPDP*) pela MAO-B nas células da glia e em neurdnios
serotonérgicos. Entdo, ele é convertido a MPP* (provavelmente por oxidagdo
espontanea) que €& a molécula téxica, essa molécula, através de um
mecanismo desconhecido, atravessa o espago extracelular. Como a molécula
do MPP* é polar, ela depende de carreadores de membrana plasmatica para
entrar nas células. O MPP* é um substrato de alta afinidade para o
transportador de dopamina (DAT), bem como para o transportador de
noradrenalina e serotonina (PRZEDBORSKI et al, 2001, DAUER E
PRZEDBORSKI, 2003).

Dentro dos neurénios, o MPP* pode seguir por duas rotas principais:
(1) Pode se ligar ao transportador vesicular da monoamina 2 (VMAT-2), que
transloca o MPP* para dentro das vesiculas sinaptossomais; esse sequestro do
MPP* ocorre para proteger as células da neurodegeneracdo induzida por
MPTP, a toxina sequestrada previne seu acesso a mitocdndria. (2) Pode se
concentrar dentro da mitocdndria; quando isso ocorre, o MPP* bloqueia o
complexo |, que interrompe a transferéncia de elétrons para a ubiquinona. Essa
perturbacdo aumenta a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
diminui a sintese de adenosina tri-fosfato (ATP) (PRZEDBORSKI et al, 2001;
DAUER E PRZEDBORSKI, 2003; VILA E PRZEDBORSKI, 2003 ) (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo esquematica do metabolismo do MPTP e das
vias do MPP" intracelular. Extraido de: (VILA E PRZEDBORSKI, 2003).

O MPTP causa uma sindrome parkinsoniana grave e irreversivel que
reproduz grande parte das caracteristicas da DP, incluindo tremor, rigidez,
movimentos vagarosos e instabilidade postural. (PRZEDBORSKI et al., 2001).
Em adicdo a esses prejuizos motores alguns autores tém mostrado que esta
toxina produz prejuizos na memoria ndo-declarativa de habito (DA CUNHA et
al., 2001, 2002, 2003; PERRY et al., 2004).

A infusao intranigral bilateral de MPTP em ratos leva a redugéo de 40
— 70% dos niveis estriatais de DA e prejuizo cognitivo que relaciona este
modelo com a fase inicial da DP (DA CUNHA et al.,, 2001; MIYOSHI ef al.,
2002; PERRY et al., 2004, 2005).

O MPTP produz uma lesdo seletiva da via dopaminérgica
nigroestriatal que mimetizam o0s sintomas e algumas alteracbes
neuropatolégicas da DP. Desta forma, o modelo que utiliza o MPTP é aceito
para investigar 0 mecanismo patolégico da doengca (PRZYBYLKOWSKI, et al.,
2004).

1.6 INFLAMACAO E DP
A inflamagao € a primeira linha de defesa do organismo contra danos
teciduais ou infecgbes, no entanto, uma resposta inflamatéria excessiva pode

tornar-se fonte de uma lesédo tecidual ainda maior do que a provocada pelo
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estimulo inicial. Os neurbnios, como resultado de uma grande diferenciagéo
celular, apresentam pouca ou nenhuma habilidade em se dividirem além de
uma fraca capacidade de recuperacédo frente a lesdes, tornam-se, portanto
extremamente vulneraveis a processos auto-destrutivos, tais como os
processos imune e inflamatério (GAO et al., 2003). O ponto de partida da
resposta inflamatoéria no cérebro é a ativagdo da populacéo das células da glia,
mais especificamente a microglia. OQutros tipos celulares como
oligodendrécitos, que também compde a populacdo de células da glia no
cérebro, ndo sdo implicados neste tipo de ativagdo. A microglia, que por sua
vez compde o montante de células imunes residentes no cérebro, é sensivel as
menores variagdes na SN, podendo tornar-se ativada durante a maioria das
condi¢cdes neuropatoldégicas como DA, Esclerose Multipla, AIDS, deméncia,
traumas e DP (GAO et al., 2003).

A ativacdo microglial acarreta numa contribuicdo para o aumento do
dano neuronal, particularmente em doencas neurodegenerativas, onde a
liberacdo de substancias pré-inflamatérias e neurotoxinas acabam por
potencializar a lesdo (GAO et al., 2003). As substancias responsaveis por essa
cadeia de eventos incluem citocinas pré-inflamatérias como o fator de necrose
tumoral-o. (TNF-a), interleucina 1 (IL-1), ROS, eicosandides e aminoacidos
excitatorios.

No entanto muitos aspectos do processo inflamatério sdo essenciais
para 0 combate de uma doencga. Diferentes populacbes de células da glia
auxiliam na remoc¢ao de restos celulares, destruicdo de patdgenos e liberacéo
de fatores neurotréficos. Ou seja, a ativagédo da microglia pode fazer com que
estas células tenham um papel neuroprotetor através da promoc¢do da
sobrevivéncia neuronal, restauracdo de neurdnios lesados, eliminacdo de
substancias tdxicas e reparacéo tecidual (GAO et al., 2003).

Agentes infecciosos tais como bactérias, virus, lipopolissacarideo
(LPS), e toxinas ambientais (metais pesados e pesticidas) podem ativar
diretamente a microglia. A microglia ativada libera uma gama de neurotoxinas
que subsequentemente induzem inflamacéo e posterior morte celular neuronal
(GAO et al., 2003).

A DP assim como seu modelo animal induzido por MPTP possuem

como caracteristica induzirem 0 aumento da expressdo da enzima
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ciclooxigenase tipo 2 (COX-2), que por sua vez catalisa a producdo de
prostaglandina E2 (PGE). Estudos epidemioldgicos sugerem que a inflamagéo
aumenta o risco de se desenvolver uma condi¢cdo neurodegenerativa tal como
a AD e DP (TEISMANN et al., 2003).

De acordo com essa premissa, processos inflamatorios associados
ao aumento da expressdo de COX-2 e, portanto niveis elevados de PGE-,
relacionam-se a eventos deletérios levando a neurodegeneracdo em varias
condi¢cdes patoldgicas (ALMER et al., 2001; ANDREASSON et al., 2001).
Verificou-se que a expresséo de COX-2 pode estar aumentada 16 h apds a
infus&o intranigral de MPTP, 8-16 h apds infusdo intranigral de LPS e 4-24 h
apds infusdo intranigral de 6-hidroxidopamina (6-OHDA), sugerindo que o
processo inflamatério associado ao aumento de expressdo de COX-2 esta

presente em modelos animais (LIMA et al., submitted).

As enzimas COX estdo envolvidas com alteragdes complexas de
muitas patologias do sistema nervoso central (SNC). A expressdo aumentada
da COX-2 tem sido observada em neurénios lesados e degenerados, o que
sugere que a COX-2 contribua para o dano neuronal (PRZYBYLKOWSKI, et
al., 2004).

A COX compreende trés isoformas, COX-1, COX-2 e COX-3 sendo
esta ultima isoforma um produto do gene da COX-1 e sua fun¢do ainda nao foi
estabelecida (CHANDRASEKHARAN et al., 2002). As enzimas COX sé&o
prontamente expressas em muitos tecidos incluindo o cérebro. O aumento da
expressdo da COX-2, quando comparada a COX-1, € observado em muitas
condi¢des patoldgicas do SNC e também em modelos experimentais como:
apos a injecdo de acido cainico, isquemia, lesGes cerebrais, cancer, e doencgas
infecciosas do cérebro. A expressdo da COX-2 também foi encontrada
aumentada em cérebros de pacientes com AD, bem como na SN e no estriado
de pacientes com DP em amostras post-mortem (PRZYBYLKOWSKI, et al.,
2004).

Evidéncias experimentais indicam que a inibicdo do processo
inflamatério correlaciona-se com uma diminui¢do de lesées neuronais, fato este
que suporta a idéia de que a inflamacdo possui um papel reforcador da

neurodegeneracao na DP (GAO et al., 2003).
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1.6.1 Neuroinflamacéo e DP

O termo inflamagcdo é genericamente usado para descrever um
acumulo local de fluidos, proteinas plasmaticas e células brancas do sangue,
que ¢€ iniciado por uma leséao fisica, infecgdo ou reagdo imune local (HUNOT et
al., 2001). Enquanto que respostas inflamatérias agudas denotam um rapido e
frequentemente efeito transitorio, inflamagdes crénicas ocorrem quando ha
uma infeccdo persistente, ou durante uma resposta auto-imune. Em estagios
mais avancados as vias efetoras imunoldgicas levam ao desenvolvimento
inflamacgdes crdnicas, e posteriores lesbes teciduais.

No sistema nervoso central efeitos lesivos, como os mediados por
respostas imunes, estdo implicados na patogénese de doencas como a
esclerose multipla. Nesta doenca, a ativacédo de células microgliais, produtoras
de citocinas préinflamatorias (IFN-y, TNF-o)), por células T-CD4 infiltradas
cronicamente esta envolvida com a morte celular de oligodendrocitos e
subsequente desmielinizacdo de fibras nervosas, gerando os efeitos clinicos da
doenca (fraqueza muscular, dificuldade de movimentagao, etc) (HUNOT et al.,
2001).

Na DP sugere-se que anormalidades imunologicas possibilitem a
existéncia de um carater auto-imune a doenga. Diversos estudos tém apontado
imunoglobulinas (Igs) reagindo com tecidos catecolaminérgicos, incluindo auto-
anticorpos contra neurdnios dopaminérgicos no fluido cefalorraquidiano e
plasma de pacientes portadores da DP (MCRAE-DEGUEURCE ef al., 1986).

Diversas evidéncias d&o suporte a existéncia de mecanismos
relacionados a inflamacgao cerebral (neuroinflamag¢do) em pacientes com DP.
As primeiras evidéncias reportaram um aumento significativo nos niveis de
citocinas no estriado e fluido cefalorraquidiano de pacientes parkinsonianos
comparados com individuos controle. Essas citocinas incluem TNF-o, IL1-8, IL-
6, citocina associada a ativagdo de célula T (IL-2), citocinas antiinflamatérias
(IL-4) e diversos fatores de crescimento. Este aumento nos niveis de citocinas,
aparentemente, € especifico para a via nigroestriatal ndo sendo observado em
regides corticais, sugerindo que a produgdo de citocinas é estritamente
confinada a regido da lesdo (NAGATSU et al., 2000). Entretanto, como a

produgdo de citocinas no estriado n&o alcanga a SN, onde o0s neurdnios



14

dopaminérgicos degeneram na DP, este dado dificilmente pode indicar como
esta producéo pode estar diretamente ligada a DP.

O que ha de consenso é que as citocinas pré-inflamatérias séo
produzidas na vizinhanga dos neurbnios dopaminérgicos devendo estar

implicadas na patogénese da doenca (HUNOT et al., 2001).

1.7 ANTIINFLAMATORIOS E DP

O processo neuroinflamatério € caracterizado como um
importante fator que contribui ao processo neurodegenerativo crénico na
DP, assim como em seus modelos animais (MPTP, MPP*, 6-OHDA). De
fato, evidéncias experimentais demonstram que a inibicdo da resposta
neuroinflamatéria, com o uso de drogas antiinflamatérias, pode ser uma
estratégia neuroprotetora, havendo atenuacdo da degeneracéo de
neurdnios dopaminérgicos, observada experimentalmente (GAO et al.,
2003).

A dexametasona, um antiinflamatério esteroidal (AIE), tem sido descrito
com uma droga que possui atividade de inibir parcialmente a reagcdo microglial,
levando a um decréscimo na produgao de citocinas pro-inflamatorias e de oxido
nitrico (NO), o que resulta numa atenuacdo da lesdo gerada por MPTP
(KURKOWSKA-JASTRZEBSKA et al., 1999). No entanto ha evidéncias
contrarias ao possivel efeito neuroproteror supostamente conferido a
dexametasona, no mesmo modelo animal (AUBIN et a/., 1998). Uma eventual
terapia a longo prazo, utilizando AIEs, tornar-se ia limitada levando-se em
conta os efeitos colaterais (principalmente imunossupressédo) dessa classe
drogas.

Tendo isso posto, o foco das possibilidades terapéuticas vira-se em
direcdo aos antiinflamatérios né&o-esteroidais (AINE), drogas estas que
apresentam um bom potencial neuroprotetor, porém ainda a ser melhor
explorado (GAO et al., 2003).

Agentes inibidores ndo seletivos da enzima COX, como o salicilato de
sédio, demonstraram atenuar significativamente a deplecdo dopaminérgica
induzida por MPP* em camundongos, sendo este um efeito independente de

PGs, e sim associado a inativagédo de radicais hidroxil (SAIRAM et al., 2003).
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Além disso, sugere-se que inibidores da COX-2 bloqueiam a degenerac¢éo do
conteudo de DA dos neurbnios, induzida por MPTP (TEISMANN E FERGER,
2001).

Ha estudos epidemiologicos que sugerem a existéncia de um correlagcéo
entre o uso de AINEs e a redugdo na incidéncia de casos de doencgas
neurodegenerativas tais como a AD e DP (MCGEER E MCGEER, 2001; CHEN
et al., 2003).

Neste sentido, varios experimentos tém demonstrado que o pré-
tratamento com drogas antiinflamatoérias (AINES), que inibem a atividade da
COX ou a administragdo de MPTP em animais nocaute para o gene que
codifica a enzima COX-2, leva a protecédo parcial ou total da toxicidade do
MPTP. Isso demonstra a importancia da fungdo da COX-2 na degeneragéo
induzida por MPTP (PRZYBYLKOWSKI et al., 2004).

O Parecoxib € uma pro-droga, altamente soluvel em agua, de um
inibidor da COX-2 de segunda geracédo, o valdecoxib, de administragéo
parenteral. O parecoxib €& rapidamente convertido em valdecoxib, que
possui uma potente atividade analgésica e antiinflamatéria
(SATYANARAYANA et al., 2004).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

» O objetivo geral do presente estudo foi de investigar a influéncia do
tratamento com o parecoxib, que tem como alvo primario a isoenzima
COX-2, na possivel reverséo de alteragbes motoras, na memoria de
habito e do conteudo de TH na SN e no estriado de ratos tratados com

MPTP intranigral através de cirurgia estereotaxica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o comportamento motor dos animais tornados
parkinsonianos, através da infusdo intranigral de MPTP, e tratados

com parecoxib;

o Verificar os efeitos da administracdo prolongada de parecoxib, em
ratos que receberam MPTP intranigral, no teste de meméria do

labirinto aquatico de Morris verséo cued test,

¢ Quantificagdo por imunodeteccéo da TH, na SN e estriado durante o

tratamento com parecoxib.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

Os animais utilizados foram ratos Wistar machos, de trés meses de
idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Parana
(UFPR), pesando cerca de 260 a 300g, mantidos em sala com temperatura
controlada (22+2C°), em ciclo claro-escuro de 12horas, com agua e comida a

vontade.
3.2 DROGAS

¢ MPTP (Sigma Chemical Co, USA), 100 ug/uL dissolvidos em solugao
salina (NaCl 0,9%);

o Parecoxib (Bextra, Pharmacia Pfizer Ltda) dissolvidos em solu¢do salina
0,9%, utilizado nas doses de 10 mg/kg, 1 hora antes da cirurgia
estereotaxica e na dose de 2 mg/kg durante vinte e dois dias apds a
cirurgia dias apds a cirurgia estereotaxica;

e Solugéo salina (NaCl 0,9%).

3.3 TRATAMENTO FARMACOLOGICO COM PARECOXIB

Os ratos tratados com parecoxib 10 mg/kg, 1 hora antes da cirurgia
estereotaxica e na dose de 2 mg/kg diariamente via i.p., foram avaliados no
teste de campo aberto 24 horas e 7,14 e 21 dias ap06s a cirurgia estereotaxica.
Em uma segunda etapa os mesmos grupos de animais foram avaliados no
labirinto aquatico de Morris - versdo cued test do sétimo ao décimo oitavo dia
apo6s a infusdo de MPTP por cirurgia estereotaxica. Por fim, realizou-se 0o
ensaio de imunodetec¢do do conteudo de TH presente na SN e estriado
através do ensaio de western blotting nos tempos de 24 horas, 7, 14 e 21 dias

apOs cirurgia estereotaxica.

3.4 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Os animais submetidos a cirurgia estereotaxica sao inicialmente
anestesiados com Equitesin (0,3mg/kg — i.p.). ApOs a anestesia administra-se

0,10 mL de penicilina G-procaina (20.000 U/0,05 mL - i.m.), sulfato de atropina
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(0,4 mg/kg — i.p.) e 0 anestésico local (lidocaina 0,2 mL com 2% de
vasoconstritor — s.c.) na derme que recobre o cranio dos ratos.

Os ratos foram submetidos a cirurgia estereotaxica (estereotaxico -
David Kopf, modelo 957L) e receberam a microinfusao bilateral de MPTP
diretamente na SN. Para a cirurgia foram utilizadas as seguintes coordenadas
estereotaxicas: antero-posterior (AP): 5.0 mm a partir do bregma; médio-lateral
(ML): £2.1 mm a partir da linha média e dorso-ventral (DV): -7.7 mm a partir da
calota craniana e foram injetados 100 pg de MPTP em 1 pl de solugdo salina
com um fluxo de 0,33 pl/min.

A microinfusdo de neurotoxina € realizada com auxilio de uma agulha
(30 gauge) conectada a um tubo de polietileno adaptado a uma micro-seringa
de 10 uL (Hamilton, EUA) que por sua vez, é encaixada em uma bomba de
infus&o (Harvard Apparatus, EUA). Apds o término da microinfusédo a agulha foi
mantida no local por mais 2 minutos para evitar refluxo da neurotoxina. Em
seguida, o escalpo foi suturado e os animais retirados do estereotaxico. Os
ratos entdo foram colocados em suas gaiolas de origem.

Os animais do grupo Sham foram submetidos ao mesmo
procedimento cirdrgico. No entanto, os animais nao receberam a neurotoxina,
sendo somente introduzida a agulha nas mesmas coordenadas estereotaxicas.
Os ratos do grupo controle n&o foram submetidos a cirurgia estereotaxica, mas
foram retirados da gaiola de moradia para manuseio durante algumas horas.

Os animais foram divididos em grupos da seguinte maneira:
MPTP+salina, MPTP+parecoxib, Sham+salina, Sham+parecoxib,

controle+salina e controle+parecoxib.

3.5 OBSERVACOES COMPORTAMENTAIS

Os animais de todos os grupos foram submetidos aos testes

comportamentais ap0s a cirurgia, sob as mesmas condigdes.

3.5.1 Campo Aberto
Os animais foram colocados sobre o circulo central do campo aberto
e seu comportamento avaliado durante 5 minutos. Essa avaliagdo inclui a

freqUéncia de locomogao (penetrar em uma divisdo com as quatro patas), de
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levantar (apoio somente nas patas traseiras, com o tronco perpendicular ao
chdo da arena), duracdo de imobilidade (sem atividade motora, paralisado
completamente) e tempo de laténcia (tempo que o animal leva para iniciar o
movimento apos ter sido colocado no circulo central da arena). Cada animal foi
avaliado individualmente e o aparelho foi limpo entre um animal e outro com

solucéo de alcool 5% (Figura 3).

Figura 3: Campo aberto.

3.5.2 Labirinto aquatico de Morris

Os animais foram testados no labirinto aquatico de Morris que &
constituido por um tanque circular de cor preta, com 170 cm de didmetro e 50
cm de altura, preenchido com agua em uma profundidade de 32 cm. As
temperaturas da agua e da sala sdo controladas e em torno de 22 +2 C. De
inicio foram estabelecidas quatro posicdes que servem como ponto de partida
para os ratos, estas sdo: norte, sul, leste e oeste; permitindo desta forma, a
divisdo da superficie em quatro quadrantes iguais: nordeste, sudeste, noroeste
e sudoeste. Na sala onde os experimentos foram realizados existem dicas
visuais ao redor do tanque, como por exemplo: figuras fixadas nas paredes,

janela e porta, para auxiliar os animais durante os testes.

3.5.3.1 Verséao cued test

Foi utilizada uma plataforma acrilica transparente (11x14x29 cm)
com uma esfera com a metade superior pintada de preto e a inferior branca, de
7 cm de diametro fixada sobre a plataforma acrilica (figura 4). Durante o
experimento a plataforma foi mantida submersa a 2 cm abaixo da superficie da
agua, enquanto que a esfera permaneceu visivel aos ratos. Nos dias de teste a
plataforma com a esfera foi fixada em um dos quatro quadrantes: nordeste,

sudeste, noroeste e sudoeste, respectivamente, enquanto que o animal era
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solto para nadar até encontrar a plataforma em um dos quatro pontos de
partida: sul, leste, norte e oeste, respectivamente. O animal deveria encontrar a
plataforma em um tempo maximo de 60 s, quando o tempo maximo era
atingido, os animais foram gentilmente conduzidos pelo experimentador até a
plataforma com a esfera (dica visual). Apds os ratos encontrarem a dica, eles
permaneceram sobre a esfera por 20 s, apos esse tempo 0s animais foram
retirados da plataforma e colocados durante 30 s na gaiola de moradia fora do
labirinto aquatico. Neste periodo a plataforma foi trocada de posicdo pelo
experimentador. Os animais foram submetidos ao mesmo procedimento até
que se completem os quatro pontos de partida. As posicdes de partida e da
plataforma foram planejadas de forma que as distancias proximais e distais
fossem alternadas.

A laténcia (tempo que os animais levam para encontrar a
plataforma), e a velocidade dos animais foram quantificados pelo software 2020

Plus Tracking System.

Figura 4: Labirinto aquatico de Morris verséo cued test.

3.6 ENSAIOS BIOQUIMICOS

3.6.1 Extracao de proteinas

Os animais foram decapitados apds cirurgia esterotaxica, em seguida
seus mesencéfalos foram dissecados rapidamente para a retirada bilateral da
SN e estriado. Estas estruturas foram imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido para que se evitasse a degradacio de seus conteudos protéicos. Apds

isso o tecido isolado foi homogeneizado em tamp&o de lise gelado (pH 7,4)
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contendo 50 mM de Tris-HCI, 250mM de NaCl, 1% NP-40, 0,1% SDS, 0,25%
deoxicolato de sodio, 0,25% de DTT, 20uM de PMSF e tablete completo de
inibidor de protease (Roche). O lisado foi entdo centrifugado a 10.000 x g, 4°C
por 20 minutos. O sobrenadante corresponde ao extrato protéico que por sua
vez foi pipetado e congelado a -80°C em aliquotas para posterior dosagem do

conteudo total de proteinas pelo método de LOWRY (1951).

3.6.2 Western blotting

Para o experimento de imunodetecgao (western blotting), foi utilizada
metodologia padréo conforme descrito por SAMBROOK et al., 1989. De forma
breve, sera descrito a seguir: amostras de 30 ug de proteina foram aplicadas
em gel de poliacrilamida-SDS a 12%. Apds eletroforese, as proteinas foram
transferidas para membrana de PVDF, as quais foram reagidas com anticorpos
especificos contra TH (Sigma St. Louis, MO, USA) 1:2000 e em seguida foram
reagidas com o anticorpo anti-mouse HRP (Amersham) 1:5000. A visualizac&o
foi realizada com o sistema de quimioluminescéncia (Santa Cruz
Biotechnology). Utilizaram-se filmes de raios-X Kodak T-MAT, revelador e

fixador Kodak em concentraces apropriadas.

3.6.3 Analise densitométrica

As bandas foram quantificadas por analise computadorizada de
imagem (com auxilio do software ImageJ versdo 1.32] dominio publico
http://rsb.info.nih.gov.ij/) onde a densidade oética de cada banda foi aferida.
Inicialmente o sistema de analise calcula a média dos valores de densidade
otica para a regido delimitada pelo operador. Esta regido deve ter uma area
suficiente para abrigar todas as bandas (uma de cada vez) visiveis no filme,
nao devendo ser alterada, quando se passa a analisar uma outra banda. O
valor final de intensidade relativa foi expressa em porcentagem em relacéo ao

grupo controle+salina.


http://rsb.info.nih.gov.ij/
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3.7ANALISE ESTATISTICA

Os parametros avaliados no teste do campo aberto (laténcia para o
inicio do movimento, frequéncia de locomog¢éo, frequéncia de levantar e tempo
de imobilidade) e no teste do labirinto aquatico versédo cued (laténcia para
encontrar a plataforma e velocidade de natag&o) foram analisados por ANOVA
de duas vias para medidas repetidas seguida pelo teste de Tukey. Os dados
obtidos pelo ensaio de Western blotting foram analisados por ANOVA e
seguido do teste de Newman-Keuls. O nivel de significancia considerado foi

P<0.05. Os valores foram representados como média + S.E.M.

4. RESULTADOS

4.1 RESULTADOS DA AVALIACAO DO TESTE DO CAMPO ABERTO

A Figura 5 representa a laténcia para iniciar o movimento em ratos
lesados com MPTP e tratados prolongadamente com parecoxib. Os dados
mostram que ndo ha diferenca significativa entre os grupos neste parametro

em todas as sessdes de observacgao.

N
o
|

Tempo de laténcia (s)
o

o] 'ﬂiﬁﬁﬁ iﬂiﬂﬁ; iﬁi s

24h 7 dias 14 dias 21 dias
I Controle + salina 1 Controle + parecoxib
Il Sham + salina 3 Sham + parecoxib
= MPTP + salina C—IMPTP + parecoxib

Fig. 5. Efeitos da administracéo de parecoxib (10 mg/kg 1 h antes da cirurgia e dois mg/kg diariamente)
em ratos tratados com MPTP intranigral no parametro de laténcia no teste do campo aberto. Os valores
representam a média + S.E.M. N&o houve diferenca significativa entre os grupos. (n=10 por grupo).
ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida pelo teste de Tukey.
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A frequéncia de locomocgéo esta representada na Figura 6. Os
resultados indicam que 24 h apos a infusdo do MPTP, o grupo MPTP+salina
exibiu diminuicdo de locomogdo em comparacdo com 0S grupos
controle+salina, controle+parecoxib, sham+salina e  sham+parecoxib
(F(5,47)=12,29; p<0,0001).

Sete e 14 dias apds a infusdo com MPTP, o grupo MPTP+salina
exibiu um aumento significante na locomo¢&o quando comparado ao grupo
controle (Frgias(5,50)= 3.54; P = 0.008) (F14dias(5,44)= 4.01; P = 0.0044). Vinte e
um dias apds a cirurgia este grupo n&o diferiu dos outros grupos. O grupo
MPTP+parecoxib mostrou um aumento significante na locomog¢do quando
comparado ao grupo MPTP+salina 24 h apds a cirurgia (F(5,47)= 12.29; p <
0.0001). Sete e 14 dias apos a les&o, este grupo néo apresentou diferenca na
locomogdo quando comparado ao grupo controle+salina e MPTP+salina.
Entretanto, 21 dias apo6s a cirurgia, o grupo MPTP+parecoxib mostrou um
aumento significativo na locomog¢ao em comparagao ao grupo controle+salina e

ao grupo controle+parecoxib (F(5,41)= 3.63; p = 0.0082).
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24 h 7 dias 14 dias 21 dias
I Controle + salina 1 Controle + parecoxib
Il Sham + salina [ Sham + parecoxib
EEMPTP + salina CIMPTP + parecoxib

Fig. 6. Efeitos da administracdo de parecoxib (10 mg/kg 1 h antes da cirurgia e 2 mg/kg diariamente) em
ratos tratados com MPTP intranigral no paréametro da locomogao no teste do campo aberto. Os valores
representam a média £+ S.E.M. *P<0.05 comparado ao grupo controlet+salina, #P<0.05 comparado ao
grupo MPTP+salina. (n=10 por grupo). ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida pelo teste
de Tukey.
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Na Figura 7 esta ilustrada a frequéncia de levantar. Os dados
demonstram que 24 h apds a lesdo o grupo MPTP+salina apresentou uma
diminuicdo  significante  deste parametro em relacdo ao grupo
controle+parecoxib (F(5,50)= 3.066; P = 0.0172). Aos sete dias o grupo
MPTP+salina exibiu um aumento significativo na frequéncia de levantar quando
comparado ao grupo controle+salina (F(5,49)= 2.60; p = 0.0362). O tratamento
com parecoxib n&o alterou o pardmetro de levantar nos grupos controle+salina
e MPTP+salina. Quatorze e 21 dias apds a cirurgia ndo houve diferenga

significativa entre os grupos.
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Il Sham + salina [ Sham + parecoxib
I MPTP + salina C_IMPTP + parecoxib

Fig. 7. Efeitos da administracdo de parecoxib (10 mg/kg 1 h antes da cirurgia e 2 mg/kg diariamente) em
ratos tratados com MPTP intranigral no parametro de levantar no teste do campo aberto. Os valores
representam a média + S.E.M. *P<0.05 comparado ao grupo controle+salina;, *P<0.05 comparado ao
grupo controle+parecoxib. (h=10 por grupo). ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida pelo
teste de Tukey.

O tempo de imobilidade apresentado na Figura 8 mostrou que 24 h
apo6s a cirurgia o grupo MPTP+salina ndo diferiu dos animais controle, mas
mostrou um aumento significante no tempo de imobilidade quando comparado
ao grupo MPTP+parecoxib (F(5,46)= 4.43; p = 0.0022). Aos sete dias, o grupo

MPTP+salina exibiu uma diminuicdo da imobilidade quando comparado aos
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grupos controle+salina e sham+salina (F(5,45)= 3.43; P = 0.0102), e 14 dias
apo6s a lesdo os grupos MPTP+salina e MPTP+parecoxib apresentaram uma
diminuicdo no tempo de Iimobilidade quando comparados ao grupo
controle+salina (F(5,44)= 4.28; p = 0.0029). Na observacao realizada aos 21
dias apenas o0 grupo MPTP+parecoxib mostrou uma reducdo na imobilidade

quando comparado ao grupo controle+salina (F(5,39)= 2.97; p = 0.022).
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Il Sham + salina [ Sham + parecoxib
EEMPTP + salina CIMPTP + parecoxib

Fig. 8. Efeitos da administracdo de parecoxib (10 mg/kg 1 h antes da cirurgia e 2 mg/kg diariamente) em
ratos tratados com MPTP intranigral no parametro de imobilidade no teste do campo aberto. Os valores
representam a média £+ S.E.M. *P<0.05 comparado ao grupo controlet+salina;, #P<0.05 comparado ao
grupo MPTP+salina. (n=10 por grupo). ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida pelo teste
de Tukey.

4.2 RESULTADOS DA AVALIACAO DO TESTE DO LABIRINTO AQUATICO -
VERSAO CUED

Como pode ser visto na Figura 9, os ratos MPTP+salina
apresentaram um aumento significante no tempo de laténcia para encontrar a
plataforma quando comparados com o grupo de animais controle+salina,
comecgando no 4° dia até o 9° dia de treino. Por outro lado, ndo houve
diferencas no tempo de laténcia para encontrar a plataforma, em todas as

sessdes de treinos entre os grupos MPTP+parecoxib e controle+salina.
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Fig. 9. Efeitos da administracdao de parecoxib (2 mg/kg diariamente) em ratos tratados com MPTP
intranigral no teste do Labirinto Aquatico de Morris — versdo cued test durante 12 dias, no parametro da

laténcia. Os valores representam a média + S.E.M. *P<0.05 comparado ao grupo controle+salina. (n=10
por grupo). ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida pelo teste de Tukey.

A Figura 10 ilustra a velocidade de natacdo em todas as sessdes de
treino. O tratamento com parecoxib aumentou a velocidade para encontrar a
plataforma dos animais lesados com MPTP durante a sess&o realizada no 6°.

dia de treino quando comparado com os animais do grupo controle+salina.
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Fig. 10. Efeitos da administracdo de parecoxib (2 mg/kg diariamente) em ratos tratados com MPTP
intranigral no teste do Labirinto Aquatico de Morris — vers&o cued test durante 12 dias, no parémetro de
velocidade. Os valores representam a média £+ S.E.M. *P<0.05 comparado ao grupo controle+salina.
(n=10 por grupo). ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida pelo teste de Tukey.
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A Figura 11 ilustra as trajetorias representativas referentes a cada
grupo de animais. Estas trajetérias foram obtidas ao longo do 8° dia de treino
do labirinto aquatico de Morris — versdo cued fest, sendo que, para fins
comparativos, os animais representados a seguir foram soltos da mesma
posicdo (norte) e a plataforma encontrava-se na posicdo 3. O grupo
MPTP+salina apresentou trajetoéria claramente confusa na tarefa de encontrar a
plataforma, enquanto que o grupo MPTP+parecoxib, qualitativamente, n&o
diferiu suas trajetorias em relacdo aos grupos controle, durante a realizac&o

desta tarefa.
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Controle+salina Controle+parecoxib

Sham+salina Sham+parecoxib

MPTP+salina MPTP+parecoxib

Fig. 11. Trajetorias representativas dos grupos de animais submetidos ao labirinto aquatico de Morris - verséo cued test.
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4.3 RESULTADOS DA QUANTIFICACAO DA TH POR WESTERN BLOTTING

A analise por western blotting da SN revelou uma significante
reducao (P<0.05) na quantidade de TH dos animais dos grupos MPTP+salina e
MPTP+parecoxib, em comparacédo ao grupo controle+salina, nesta estrutura 24
h apds a cirurgia. Os grupos controles e sham ndo mostraram diferencas na
quantidade de TH (Figura 12).

TH “ -—“ 60 kDa
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Figura 12. Western blotting da TH na SN realizada com ratos controle, sham e MPTP tratados com salina
e parecoxib. Os animais foram sacrificados 24 h apos a cirurgia. Os resultados representam trés analises
idénticas. Os valores representam a média + S.E.M. *P<0.05 comparado aos grupos controle e sham.
(n=1 animal por grupo). ANOVA seguida pelo teste de Neuman-Keuls.

A Figura 13 mostra a analise por western blotting do estriado obtido
24 horas ap0s a cirurgia estereotaxica. O resultado revelou ndo haver diferenga
estatisticamente significativa entre o conteudo de TH presente no grupo
MPTP+salina e MPTP+parecoxib em comparagéo ao grupo controle+salina. Os

grupos controles e sham n&o mostraram diferencas na quantidade de TH.
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Figura 13. Western blotting da TH no estriado realizada com ratos controle, sham e MPTP tratados com
salina e parecoxib. Os animais foram sacrificados 24 h apés a cirurgia. Os resultados representam trés
analises idénticas. Os valores representam a média £+ S.E.M. (n=1 animal por grupo). ANOVA seguida
pelo teste de Neuman-Keuls.

A analise por western blotting da SN, 7 dias apds a cirurgia
estereotaxica (Figura 14), mostrou uma reducdo significativa (P<0.05) no
conteudo de TH do grupo MPTP+salina em comparacdo ao grupo
controle+salina. O grupo MPTP+parecoxib nao diferiu em comparagédo ao
grupo controle+salina. Os grupos controles e sham nédo mostraram diferencas

na quantidade de TH.
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Figura 14. Western blotting da TH na SN realizada com ratos controle, sham e MPTP tratados com salina
e parecoxib. Os animais foram sacrificados 7 dias apds a cirurgia. Os resultados representam trés
analises idénticas. Os valores representam a média £+ S.E.M. *P<0.05 comparado aos grupos controle e
sham. (n=1 animal por grupo). ANOVA seguida pelo teste de Neuman-Keuls.

A Figura 15 mostra a analise por western blotting do estriado obtido 7
dias apds a cirurgia estereotaxica. O resultado revelou n&o haver diferenga
estatisticamente significativa entre o conteudo de TH presente no grupo
MPTP+salina e MPTP+parecoxib em comparagéo ao grupo controle+salina. Os
grupos controle+salina e controle+parecoxib nado mostraram diferencas na
quantidade de TH.
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Figura 15. Western blotting da TH no estriado realizada com ratos controle, sham e MPTP tratados com
salina e parecoxib. Os animais foram sacrificados 7 dias apés a cirurgia. Os resultados representam trés
analises idénticas. Os valores representam a média £+ S.E.M. (n=1 animal por grupo). ANOVA seguida
pelo teste de Neuman-Keuls.
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A anadlise por western blotting da SN, 14 dias apds a cirurgia
estereotaxica (Figura 16), mostrou uma reducdo significativa (P<0.05) no
conteudo de TH do grupo MPTP+salina em comparacdo ao grupo
controle+salina. O grupo MPTP+parecoxib n&o diferiu estatisticamente em
relacdo ao grupo controle+salina. Os grupos controles e sham n&o mostraram

diferencas na quantidade de TH.
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Figura 16. Western blotting da TH na SN realizada com ratos controle, sham e MPTP tratados com salina
e parecoxib. Os animais foram sacrificados 14 dias apés a cirurgia. Os resultados representam trés
analises idénticas. Os valores representam a média £+ S.E.M. *P<0.05 comparado aos grupos controle e
sham. (n=1 animal por grupo). ANOVA seguida pelo teste de Neuman-Keuls.

A analise por western blotting do estriado, 14 dias apds a cirurgia
estereotaxica (Figura 17), mostrou uma reducdo significativa (P<0.05) no
conteudo de TH do grupo MPTP+salina em comparacdo ao grupo
controle+salina. O grupo MPTP+parecoxib n&o diferiu em comparagéo ao
grupo controle+salina. Os grupos controles e sham n&o mostraram diferencas

na quantidade de TH.
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Figura 17. Western blotting da TH no estriado realizada com ratos controle, sham e MPTP tratados com
salina e parecoxib. Os animais foram sacrificados 14 dias apds a cirurgia. Os resultados representam trés
analises idénticas. Os valores representam a média £+ S.E.M. *P<0.05 comparado aos grupos controle e
sham. (n=1 animal por grupo). ANOVA seguida pelo teste de Neuman-Keuls.

A anadlise por western blotting da SN, 21 dias apds a cirurgia
estereotaxica (Figura 18), mostrou uma reducdo significativa (P<0.05) no
conteudo de TH do grupo MPTP+salina em comparacdo ao grupo
controle+salina. O grupo MPTP+parecoxib n&o diferiu em comparagéo ao
grupo controle+salina. Os grupos controles e sham n&o mostraram diferencas

na quantidade de TH.
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Figura 18. Western blotting da TH na SN realizada com ratos controle, sham e MPTP tratados com salina
e parecoxib. Os animais foram sacrificados 21 dias apés a cirurgia. Os resultados representam trés
analises idénticas. Os valores representam a média £+ S.E.M. *P<0.05 comparado aos grupos controle e
sham. (n=1 animal por grupo). ANOVA seguida pelo teste de Neuman-Keuls.
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A analise por western blotting do estriado, 21 dias apds a cirurgia
estereotaxica (Figura 19), mostrou uma reducdo significativa (P<0.05) no
conteudo de TH do grupo MPTP+salina em comparacdo ao grupo
controle+salina. O grupo MPTP+parecoxib nao diferiu em comparagcédo ao
grupo controle+salina. Os grupos controles e sham nédo mostraram diferencas

na quantidade de TH.
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Figura 19. Western blotting da TH no estriado realizada com ratos controle, sham e MPTP tratados com
salina e parecoxib. Os animais foram sacrificados 21 dias apds a cirurgia. Os resultados representam trés
analises idénticas. Os valores representam a média £+ S.E.M. *P<0.05 comparado aos grupos controle e
sham. (n=1 animal por grupo). ANOVA seguida pelo teste de Neuman-Keuls.
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5. DISCUSSAO

Os dados do presente estudo mostram que inibicdo seletiva da
enzima COX-2, através da administracdo do parecoxib, atenuou a
neurotoxicidade induzida pela administracdo intranigral de MPTP. Esta
neurotoxicidade foi quantificada por ensaios comportamentais (campo aberto e
labirinto aquatico de Morris) e bioquimicos (western blotting).

Os resultados de campo aberto gerados pelo modelo de
parkinsonismo induzido por MPTP mostram que, os parametros relacionados
mais diretamente ao comportamento exploratorio dos animais (locomogéo e
levantar), encontram-se significativamente reduzidos para 0 grupo
MPTP+salina em comparagdo  aos  grupos  controletsalina e
controle+parecoxib, 24 h apds a cirurgia. Este fato indica que o modelo de
MPTP em ratos produziu hipoatividade dos animais como esperado em um
modelo desta patologia. Além disso, este resultado esta em concordancia com
dados anteriores do grupo (PERRY ef al, 2005; LIMA et al, 2005). Em
oposicdo a isso, o grupo MPTP+parecoxib, nesse mesmo tempo e no
parametro da locomog¢do, nao apresentou diferenga significativa em
comparagdo ao grupo controle+salina, ou seja, MPTP+parecoxib diferiu
significativamente quando comparado ao MPTP+salina. Além disso,
MPTP+parecoxib apresentou diminuicdo significativa no parémetro de
imobilidade em comparacdo ao grupo controle+salina. Isto indica que esta
inibicao seletiva da COX-2 atenuou os efeitos neurotdxicos do MPTP. De fato,
a literatura corrobora estes resultados que apontam efeitos neuroprotetores
advindos desta inibicdo, no modelo de lesdo induzida por MPTP e 6-OHDA
(FENG et al., 2002; SANCHEZ-PERNAUTE, 2004).

Sete dias apds a cirurgia os animais foram novamente testados em
campo aberto, sendo que o grupo MPTP+salina apresentou aumento
significativo nos parémetros de locomoc¢do e levantar além de reducdo
significativa no tempo de imobilidade, em comparacdo ao grupo
controle+salina. Esse aumento de ambulagcdo e reducdo de imobilidade,
referente ao grupo lesado por MPTP, possivelmente ocorra em decorréncia de
um processo de modulacdo dopaminérgica referente aos neurdnios

sobreviventes a lesdo. E desta forma os neurbnios apresentam um
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comportamento compensatério frente a perda neuronal gerada pela lesdo. O
grupo MPTP+parecoxib n&o apresentou diferencas estatisticas em comparacéo
ao grupo controle+salina em nenhum dos parametros observados sete dias
apos a leséo.

Quatorze dias apds a cirurgia realizou-se novamente o teste de campo
aberto onde se observou diferenca estatistica no parémetro de locomog¢éo. O
grupo MPTP+salina apresentou um aumento neste parametro quando
comparado ao controlet+salina e o grupo MPTP+parecoxib n&o diferiu em
relacdo ao controle+salina. Os animais dos grupos MPTP+salina e
MPTP+parecoxib mostraram reducédo da imobilidade em comparagdo aos
animais do grupo controle+salina.

Vinte e um dias apds a cirurgia apenas o grupo MPTP+parecoxib diferiu
em relacdo ao controle+salina, sendo que estas diferengcas foram quanto a
locomogéo (aumentada) e imobilidade (reduzida) em comparacao ao grupo
controle+salina. Neste mesmo periodo 0 grupo MPTP+salina n&o diferiu em
nenhum parametro quando comparado ao grupo controle+salina.

Estes resultados estdo em acordo com resultados prévios de nosso
grupo, onde estima-se que o0 modelo animal induzido por MPTP pode ser
considerado um modelo adequado para mimetizar as alteracbes motoras
associadas a fase inicial da DP. Desta forma pode-se afirmar que o MPTP
causou reducéo significativa dos niveis estriatais de DA, em animais por ele
lesados (DA CUNHA et al., 2001, GEVAERD et al.,, 2001; MIYOSHI et al,,
2002; PERRY et al., 2004).

Os resultados do campo aberto apresentam evidéncias de um efeito
neuroprotetor conferido pelo parecoxib, uma vez que 24 horas apo6s a cirurgia
nao se observou reducdo nos parametros de locomogdo e levantar, nestes
animais quando comparados ao grupo controle+salina. Além disso, verificamos
a reducao do tempo de imobilidade, em comparacido ao grupo controle+salina.
Essa caracteristica de preservar o comportamento exploratério normal dos
animais lesados por MPTP, observada 24 horas apds a cirurgia, ocorre
unicamente em funcdo da dose de 10 mg/kg de parecoxib administrada 1 hora
antes da cirurgia. No entanto, 7 e 14 dias apds a cirurgia o parecoxib
apresentou um possivel efeito modulatério sobre a atividade dopaminérgica

dos animais lesados, haja vista que o grupo MPTP+salina apresentou
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hiperlocomoc¢é&o, nestes tempos, enquanto que o grupo MPTP+parecoxib n&o
diferiu do grupo controle+salina, sugerindo que o tratamento com parecoxib
também poderia estar envolvido na reducdo desta hiperlocomoc¢éo causada
pelo MPTP.

Vinte e um dias ap0s a cirurgia o grupo MPTP+parecoxib apresentou
aumento na locomogdo e diminuicdo na imobilidade, enquanto que o grupo
MPTP+salina ndo diferiu do grupo controle+salina. Sugere-se que o parecoxib
ainda module a atividade dopaminérgica neste tempo, considerando o aumento
significativo da locomocao, seguido pela reducdo da imobilidade.

A principal vantagem do modelo de parkinsonismo induzido por
MPTP intranigral é de reproduzir prejuizos especificos de meméria declarativa
de habito, que sdo observados em portadores da DP, principalmente ns fase
inicial da doenga. Os prejuizos na memaria nao correspondem ao déficit motor,
que de outra forma poderia gerar erros de interpretacdo nos escores de
memoéria (FERRO et al, 2005). Este fato estd de acordo com estudos
anteriores de nosso grupo, que reportam o prejuizo na habilidade de ratos
lesados por MPTP em realizarem tarefas de memoria (DA CUNHA et al., 2001,
MIYOSHI et al., 2002; BELISSIMO et al., 2004, PERRY et al., 2004; BRAGA et
al., 2005).

Os resultados apresentados neste trabalho correlacionam-se com os
efeitos esperados pela administrac&o intranigral de MPTP. Ou seja, o grupo
MPTP+salina apresentou aumento significativo no tempo de laténcia para
encontrar a plataforma, em comparagao ao grupo controle+salina (Figura 9).
Esse aumento verificado no 4° dia de treino, por sua vez, ndo corresponde a
um eventual prejuizo motor gerado pelo MPTP, levando em conta que o
primeiro dia de treino corresponde ao sétimo dia apds a cirurgia esterotaxica.
Ou seja, neste tempo ndo se observou reducéo da fungéo motora nos ratos do
grupo MPTP+salina (Figura 6). O prejuizo na habilidade de realizar a tarefa no
labirinto aquatico de Morris provavelmente foi devido a lesdo da via
dopaminérgica, haja vista que a lesdo do estriado (caudado-putamen)
dorsolateral causou prejuizo na performance dos animais em realizar esta
tarefa com dica visual (verséo cued test) (PACKARD E MCGAUGH, 1992;
DEVAN E DONALD, 1999).
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O tratamento com parecoxib (MPTP+parecoxib) resultou numa
manutenc¢ao do perfil de realizagc&do da tarefa. Ou seja, em nenhum dos dias
testados o grupo MPTP+parecoxib diferiu do grupo controle+salina quanto ao
parametro de laténcia (Figura 9).

Quanto a velocidade média de natagéo (Figura 10) o tratamento com
parecoxib aumentou a velocidade média de natacdo, do grupo
MPTP+parecoxib, somente no 6° dia de treino em comparagdo ao grupo
controle+salina. Além disso, pode-se verificar a diferenga entre os distintos
padrdes de trajetdria de natacdo apresentados entre o grupo MPTP+salina e os
demais ao longo do teste (Figura 11). Ou seja, fica evidente a dificuldade do
grupo MPTP+salina em realizar a tarefa de encontrar a plataforma em
comparagado aos grupos controle e sham. Em oposicdo a isso, os ratos do
grupo MPTP+parecoxib apresentaram trajetorias similares quando vista lado a
lado com estes mesmos grupos controle. Este resultado demonstra claramente
que o antinflamatério apresentou efeito modulatério na atividade
dopaminérgica no estriado (caudado-putédmen), reduzindo o prejuizo na
memdaria nao-declarativa de habito observado nos resultados do labirinto
aquatico - versdo cued test.

Até o presente momento, n&o € possivel afirmar qual o0 mecanismo
farmacolégico para explicar este efeito modulatério. Entretanto, &€ possivel
inferir que a inibicdo da enzima COX-2 possa aumentar a atividade do sistema
dopaminérgico nigroestriatal.

ZHANG E COLS 2005, mostram que a DA renal modula a expressao
da COX-2 por modificar a reabsor¢do no tubulo proximal. Mais ainda
SANCHEZ-PERNAUTE E COLS, 2004, mostraram que a inibicdo da COX-2
pelo celecoxib foi capaz direta ou indiretamente (via inibicdo da ativacéo da
microglia) de prevenir ou reduzir a degeneracéo do sistema dopaminérgico no
modelo de parkinsonismo induzido por 6-OHDA em ratos.

Defeitos no sistema ubiquitina/proteossoma, em funcéo de mutacées
ou da idade, levam ao estresse oxidativo (SHRINGARPURE E DAVIS, 2002)
podendo produzir moléculas neurotdxicas (DAUER E PRZDBORSKI, 2003).
Proteinas agregadas causam danos diretos pela deformacgado celular ou
interferindo com o trafego de neurbénios (DAUER E PRZDBORSKI, 2003).

Desta forma observou-se que o uso de inibidores da COX-2 preveniu estes



39

fendbmenos de agregacédo protéica em neurdnios dopaminérgicos (LI et al.,
2003). Outra evidéncia de modulagdo do sistema dopaminérgico, pelo uso de
inibidores da COX-2, é demonstrada pelo bloqueio da oxidag&o dopaminérgica,
mediada pela COX-2, através do tratamento com rofecoxib. Ou seja, o
rofecoxib preveniu a formagao da cisteinil-dopamina (metabdlito neurotdxico da
DA) durante a administracdo de MPTP em camundongos (TEISMANN et al.,
2003). Também foi demonstrado que os AINES possuem a habilidade de
scavenger de ROS (CHEN et al., 2003).

Por outro lado, PRZYBYLKOWSKI et al., 2004 demonstraram que o
tratamento com rofecoxib, iniciado apds a administragdo intraperitoneal de
MPTP em camundongos, ndo gerou neuroprotecdo, tanto em relagdo aos
niveis de DA estriatal, quanto ao conteudo de TH estriatal.

Tem sido reportado que a expressdo de COX-2 ¢é induzida
especificamente em neurdnios dopaminérgicos presentes na SNpc. Este fato ja
foi verificado em mesencéfalos humanos especialmente no modelo animal
induzido por MPTP, durante a destruicdo da via nigroestriatal (TEISMANN et
al., 2003). Outras evidéncias da importancia do papel da COX-2 na mediagéo
da neurodegeneragdo dopaminérgica nigroestriatal s&o referentes ao uso de
inibidores da COX-2, que por sua vez apresentam efeito neuroprotetor (AUBIN
et al., 1998, NAKAYAMA et al., 1995; SCALI et al., 2000; KURKOWSKA-
JASTRZEBSKA et al., 2002).

Este efeito neuroprotetor sugerido pela literatura ficou evidenciado ao
se realizar os ensaios de imunodeteccdo da TH através do ensaio de western
blotting. A Figura 12 mostra a deplecéo de 30% no conteudo de TH na SN dos
animais do grupo MPTP+salina 24 horas apdés a cirurgia. O grupo
MPTP+parecoxib também apresentou deplecdo significativa de 20% no
conteudo de TH na SN. A mesma analise, no mesmo tempo (24 horas apds a
cirurgia) foi realizada no estriado (Figura 13), onde ndo se verificou deplecao
no conteudo de TH para os grupos MPTP+salina e MPTP+parecoxib. Desta
forma podemos sugerir que a dose de 10 mg/kg de parecoxib nao foi capaz de
preservar o conteudo de TH presente na SN, ao passo que o MPTP néo gerou
deplecéo no conteudo de TH no estriado 24 horas apos a cirurgia.

A primeira vista tal fato pode gerar uma opinido controversa, pois

estudos ja citados de nosso grupo apontam para uma redugao significativa nos
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niveis de DA, HVA e DOPAC no estriado de animais tratados com MPTP
(PERRY et al., 2004; DA CUNHA et al., 2001). Entretanto podemos inferir que
o MPTP gerou pequena morte neuronal na SN, sendo que este fato ndo afetou
significativamente o conteudo de TH presente no estriado, 24 horas apds a
cirurgia. Seja por um mecanismo compensatorio dos neurdnios
dopaminérgicos, ou por uma falta de disseminacdo da lesdo até o estriado,
neste tempo observado, verificou-se que nem o MPTP e nem o parecoxib
afetaram de forma significativa o conteudo da enzima TH, 24 horas apds a
cirurgia.

Sete dias apds a cirurgia (Figura 14) verificou-se uma redugéo
significativa de 20% no conteudo de TH, referente ao grupo MPTP+salina na
SN. Ao passo que, o grupo MPTP+parecoxib n&o diferiu do grupo
controle+salina. Sugere-se que o0 parecoxib apresentou evidente efeito nos
neurénios dopaminérgicos. Este efeito pode ser em decorréncia de uma
neuroprotecdo pura, ou seja, simplesmente por evitar a morte neuronal através
de algum mecanismo que bloqueie a acao do MPTP, como por exemplo, o
aumento de ROS, ou até mesmo em processos de apoptose/necrose (que s&o
desencadeados pelo MPTP). Ou ent&o, este efeito pode ser em virtude de uma
modulacdo na expressdo protéica da TH, ou seja, uma up-regulation
(TEISMANN et al., 2003).

No entanto ambos 0s mecanismo gerariam como resultado final um
efeito maior que deve ser classificado como neuroprotecdo, haja vista os
demais efeitos comportamentais causados pelo parecoxib. Por outro lado, a
resposta obtida no estriado, sete dias apos a cirurgia (Figura 15), ndo mostrou
alteragdes no conteudo de TH, tanto para o grupo MPTP+salina quanto para o
grupo MPTP+parecoxib. Este fato reforca a idéia da presenca de um
mecanismo compensatoério envolvendo a resposta dopaminérgica no estriado,
frente a lesdo por MPTP. No entanto ndo devemos descartar a possibilidade de
haver uma falta de disseminacdo da lesdo até o estriado. Novamente
observamos que o parecoxib nao foi capaz de proteger de forma significativa a
reducdo do conteudo da enzima TH, 7 dias apds a cirurgia no estriado.

Quatorze dias ap0s a cirurgia o grupo MPTP+salina apresentou uma
reducgao significativa de 26% no conteudo de TH presente na SN (Figura 16).

Ja o grupo MPTP+parecoxib mostrou-se igual ao grupo controle+salina.
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Novamente observamos que o parecoxib produziu efeitos no sistema
dopaminérgico, sendo compativeis com uma neuroprotecao.

Surpreendentemente, neste mesmo tempo de observacéao (14 dias),
o grupo MPTP+salina apresentou uma reducao significativa de 24% no
conteudo de TH presente no estriado (Figura 17). Este resultado indica a
hipétese da disseminacao da les&o, € mais, podemos sugerir que ha um novo
componente implicado na les&o por MPTP, que € o tempo necessario para que
os efeitos tdxicos dessa substancia, aplicada diretamente na SNpc, leva até
atingir o estriado, de forma significativa. Porém, independentemente desse
tempo e dos fatores que o0 medeiam, o tratamento com parecoxib impediu que
o conteudo de TH fosse significativamente depletado. Ou seja, estamos
provavelmente diante de um efeito neuroprotetor mediado através de um
mecanismo de preservacido da enzima, € consequentemente do neurdnio
dopaminérgico como um todo, do que um mecanismo de indugado da expressao
de TH, pura e simplesmente dito.

Vinte e um dias apds a cirurgia o grupo MPTP+salina apresentou
uma reducéo significativa de 28% no conteudo de TH presente na SN (Figura
18). Ja o grupo MPTP+parecoxib n&o apresentou diferengca em comparagéo ao
grupo controle+salina. Novamente observamos que o parecoxib gerou efeitos
no sistema dopaminérgico, sendo compativeis com uma neuroprotecdo. A
Figura 19 vem corroborar as evidéncias do efeito neuroprotetor do parecoxib,
possivelmente mediado pela sua capacidade de manter a integridade do
conteudo de TH. Nesta figura o grupo MPTP+salina apresenta reducéo
significativa de 20% no conteudo de TH presente no estriado, enquanto que o
grupo MPTP+parecoxib nao diferiu em relagdo ao grupo controle+salina.

Tomados em conjunto, os resultados do presente estudo indicaram
que a administracdo do parecoxib preveniu a neurotoxicidade do MPTP neste
modelo animal da DP. E fundamental, em futuros estudos, investigar o efeito
neuroprotetor dos inibidores da COX-2, e dessa forma desenvolver novas

possibilidades terapéuticas para a DP.
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6. CONCLUSOES

O parecoxib (10 mg/kg) foi capaz de preservar o comportamento motor
(medido no campo aberto) de animais 24 horas apés infus&o bilateral de
MPTP (100 pg) intranigral.

O tratamento prolongado com parecoxib (2 mg/kg) preservou a fungéo
motora (verificado no campo aberto) de animais 7 (nao diferiu do
controle+salina), 14 (reducéo no tempo de imobilidade em comparacéo
ao controle+salina) e 21 dias (aumento na freqiéncia de locomocéo em
comparagdo ao controle+salina) apds infuséo bilateral de MPTP (100
ug) intranigral.

O tratamento com parecoxib preservou a habilidade dos animais
lesados em realizar a tarefa do labirinto aquatico de Morris — versao
cued test, indicando um efeito restaurador na meméria ndo-declarativa
de habito, avaliados neste teste.

Sugere-se, através dos resultados da imunodeteccdo de TH por
western blotting, que o0 parecoxib apresentou efeito neuroprotetor
observado na SN nos tempos de 7, 14 e 21 dias apds a cirurgia
estereotaxica, ao passo que este efeito neuroprotetor foi visto no
estriado apenas nos tempos de 14 e 21 dias.

Sugere-se que o0 MPTP produziu uma reduc¢do no conteudo de TH no
estriado de forma tardia em relacdo & SN. E possivel que este efeito
seja em decorréncia do pequeno tamanho da lesdo na SN, que assim
levaria certo tempo até manifestar seus efeitos no estriado.

O retardo no aparecimento da depleg¢éo de TH no estriado sugere que o
parecoxib apresente um efeito neuroprotetor por preservar, de alguma
forma, o conteudo de TH dos neurbnios. Portanto, esse efeito ndo se
deve a uma possivel inducdo, per se, da expressdo de TH nos

neurdnios estriatais.
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