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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenga neurodegenerativa caracterizada
pela morte lenta e progressiva dos neurbnios dopaminérgicos da substancia negra
pars compacta (SNpc). Nos ultimos anos, o uso de células-tronco como potencial
estratégia de tratamento para esta doengca tem ganhado destaque, mais
recentemente, com as células tronco derivadas da polpa dentaria (DPSC)
sobressaindo-se devido ao seu potencial neurogénico intrinseco, além de facil
obtencdo. Entretanto, ainda ha grandes lacunas quanto aos mecanismos pelos
quais estas células atuam, bem como sua seguranga em uma aplicagéo, in vivo.
Neste sentido, o presente trabalho buscou avaliar os efeitos da infuséo intranigral
das DPSC diferenciadas e ndo diferenciadas em neurdnios, sobre o comportamento
motor, sobrevivéncia celular e expressdo de proteinas chave para o sistema
dopaminérgico, em um modelo animal da DP induzido por 6-hidroxidopamina.
Nossos resultados mostram que as células infundidas se mantiveram vivas durante
todo o tempo de duracdo do experimento, além de promoverem a reversdo dos
prejuizos motores induzidos pela neurotoxina. Além destes resultados, também
observamos haver uma redugdo da morte de neurénios dopaminérgicos na SNpc,
bem como uma reducido dos niveis de GFAP e p-Thr 34 DARPP-32 nesta mesma
estrutura e de JUN no corpo estriado (ST). Por fim, também detectamos a ocorréncia
de aumentos nos niveis protéicos de BDNF e DAT nao glicosilado no bulbo olfatério,
bem como de p-Thr 75 DARPP-32 no ST dos animais. Em conjunto, nossos
resultados sugerem que as DPSC, induzidas e n&o induzidas a diferenciagao
neuronal, possuem um potencial neuroprotetor que pode ser explorado como uma
possivel, e promissora estratégia terapéutica, no contexto da DP.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson. Célula-tronco da polpa dentaria.
6-Hidroxidopamina. Analise comportamental. Sistema
dopaminérgico.



ABSTRACT

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disease characterized by
the slow and progressive death of dopaminergic neurons in the Substantia nigra pars
compacta (SNpc). In recent years, the use of stem cells as a potential treatment
strategy for PD has become prominent. In this context, dental pulp stem cells (DPSC)
stand out due to their intrinsic neurogenic potential, in addition to being easy to
obtain. However, large gaps regarding the mechanisms by which these cells act, as
well as their safety in an in vivo application remains. Given that, the present work
aims to evaluate the effects of intranigral infusion of neurons differentiated and
undifferentiated DPSC, on motor behavior, cell survival, and key proteins for the
dopaminergic system expression, in a PD animal model induced by
6-hydroxydopamine. Our results show that the infused cells remained alive during the
experiment duration, in addition to promoting the reversal of neurotoxin-induced
motor damage. In addition to these results, we also observed a reduction in the
dopaminergic neurons death in the SNpc, as well as a reduction in the levels of
GFAP and p-Thr 34 DARPP-32 in this same structure, and of JUN in the striatum
(ST).Finally, we also detected increases in protein levels of BDNF and
non-glycosylated DAT in the olfactory bulb, as wells as p-Thr 75 DARPP-32 in the ST
of the animals. Taken together, our results suggest that DPSC, induced and not
induced to neuronal differentiation, have a neuroprotective potential that can be
explored as a possible and promising therapeutic strategy in the context of
Parkinson’s disease.

Keywords: Parkinson’s disease. Dental Pulp Stem Cells. 6-hydroxydopamine.

behavioral analysis. Dopaminergic system.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 — PERDA MACICA DE NEURONIOS DOPAMINERGICOS NA SNPC

FIGURA 2 — HIERARQUIA DAS CELULAS-TRONCO

FIGURA 3 — GRUPOS E DELINEAMENTO EXPERIMENTO 1

FIGURA 4 — GRUPOS E DELINEAMENTO EXPERIMENTO 2

FIGURA 5 — REDUCAO DE TH-ir NA SNpc 7 E 14 DIAS APOS A INFUSAO DE
6-OHDA

FIGURA 6 — EFEITO DA INFUSAO DAS DPSCs NO COMPORTAMENTO MOTOR

FIGURA 7 — EFEITO DA INFUSAO DAS DPSCs NA OLFACAO

FIGURA 8 — SOBREVIVENCIA DAS CELULAS APOS INFUSAO

FIGURA 9 — EFEITO DA INFUSAO DAS DPSCs NA SOBREVIVENCIA DE
NEURONIOS TH-ir

FIGURA 10 — CORRELACAO ENTRE TH-ir NA SNpc E INDICE DE LOCOMOGCAO

FIGURA 11-EXPRESSAO DE GFAP

FIGURA 12-EXPRESSAO DE BDNF

FIGURA 13-EXPRESSAO DE JUN

FIGURA 14—-EXPRESSAO DE DAT GLICOSILADO E NAO GLICOSILADO

FIGURA 15-EXPRESSAO DE DARPP-32 p-THR 34 E p-THR 75



LISTA DE SIGLAS
6-OHDA - 6-hidroxidopamina

AP-1 -Proteina ativadora 1

BDNF -Fator neurotréfico cerebral

BHE - barreira hematoencefalica

CDK5 -Quinase dependente de ciclina 5

CT -Célula-tronco

CT™M -Célula-tronco mesenquimais

DA - dopamina

DARPP-32 -Fosfoproteina regulada por dopamina e AMPc de 32 kDA
DAT - transportador de dopamina

DP - doenca de Parkinson

DPSC -Célula-tronco da polpa dentaria

GFAP -Proteina acida fibrilar glial

IHQ -Imuno histoquimica

IP -Intraperitoneal

LRRK2 - Leucine-rich repeat kinase 2

MFB - feixe prosencefalico medial

MPP* -1-metil-4-fenilpiridina

MPTP - 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
PKA -Proteina quinase dependente de AMPc
SNCA - Alfa sinucleina

SNpc - substancia negra pars compacta

ST - corpo estriado

TH-ir -Neurénios Imunorreativos para Tirosina Hidroxilase

TH -Tirosina Hidroxilase



1.1
1.1.1
1.1.2

21

2.1.1
2.1.2
213
21.4
21.5
2.2

2.2.1
222

3.1

3.2
3.3
3.3.1
3.3.2
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9
3.10

4
4.1

4.2

4.2.1
4.2.2
4.2.3
4.2.4

SUMARIO

INTRODUGCAO

16

OBJETIVOS

17

Objetivo geral

17

Objetivos especificos

17

REVISAO DE LITERATURA

17

DOENCA DE PARKINSON

18

Epidemiologia

18

Etiologia

19

Fisiopatologia

20

Tratamentos

23

Modelos Animais da Doenca de Parkinson

24

CELULAS-TRONCO

26

Células-tronco mesenquimais

28

Células-tronco da polpa dentaria

29

MATERIAIS E METODOS

31

COLETA, ISOLAMENTO, CARACTERIZACAO E INDUCAO DAS
CELULAS-TRONCO DA POLPA DENTARIA

31

ANIMAIS

32

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

32

Experimento 1

32

Experimento 2

33

CIRURGIA ESTEREOTAXICA

34

TESTE DE DISCRIMINAGAO OLFATORIA

35

TESTE DE CAMPO ABERTO

36

TRANSDUCAO E LOCALIZACAO DAS DPSC APOS INFUSAO
IMUNO-HISTOQUIMICA

36
37

WESTERN BLOT

38

ANALISE ESTATISTICA

39

RESULTADOS

40

EXPERIMENTO 1

40

EXPERIMENTO 2

42

Analise de sobrevivéncia celular

42

Campo aberto

43

Teste de discriminagao olfatoria

44

Imuno-histoquimica

46

4.2.5 Correlagcao Neurdnios dopaminérgicos na SNpc e indice de locomogao__ 49

4.2.6

Western blot

49

4.2.6.1 GFAP

49




4.2.6.2 BDNF
4.2.6.3 JUN
4.2.6.4 DAT
4.2.6.5 DARPP-32

5
6

50

51

52

53

DISCUSSAO

55

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

REFERENCIAS

62
63



16

1 INTRODUGAO

Caracterizada pela morte pronunciada e progressiva dos neurénios
dopaminérgicos da substancia negra pars compacta (SNpc), a doenga de Parkinson
(DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais prevalente do mundo, afetando
entre 2-3% da populagdo com mais de 65 anos e com previsdo de crescimento nas
proximas décadas, visto o envelhecimento da populagcdo (DORSEY et al., 2018;
KUMAR; GOYAL; SINGH, 2022; SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2020). Embora
muitos anos tenham se passado desde a primeira descrigdo da doenca, por James
Parkinson, sua etiologia ainda permanece com pontos a serem esclarecidos,
principalmente devido a sua complexidade (CABREIRA; MASSANO, 2019;
JANKOVIC; TAN, 2020).

Atualmente, os tratamentos da DP se focam majoritariamente no alivio de
suas manifestagbes motoras, evidenciando a necessidade pela busca por
alternativas capazes de promover a neuroprotecdo e/ou neurorregeneragao
(CABREIRA; MASSANO, 2019). Neste contexto, o uso de células-tronco (CTs) se
mostra promissor, ja que estas ceélulas sdo capazes de se auto renovar e de dar
origem a diferentes tipos celulares, incluindo neurdnios (ZAKRZEWSKI et al., 2019).

As células-tronco da polpa dentaria (DPSC) sao células-tronco
mesenquimais (CTMs) que devido a sua origem embrionaria, periféricas ao tubo
neural, possuem uma alta taxa de diferenciagdo neuronal, além de representarem
uma fonte de obtencéo de facil acesso cirurgico e baixo risco ao paciente, ja que
podem ser obtidas de dentes que seriam descartados (ANITUA; TROYA;
ZALDUENDO, 2018; SHARMA et al., 2022; YAMADA et al., 2019).

Desta maneira, considerando a relevancia da DP, a necessidade pela busca
por novos tratamentos e o potencial terapéutico das DPSC, este trabalho busca
avaliar os efeitos da injegcao dessas células, diferenciadas e ndo diferenciadas em
linhagem neuronal, em modelo animal da DP induzido por 6-hidroxidopamina
(6-OHDA).



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

17

Avaliar os efeitos da injecao intranigral de DPSC, indiferenciadas e

diferenciadas em linhagem neuronal, em modelo animal da DP induzido por

6-OHDA.

1.1.2 Obijetivos especificos

Avaliar a extensdo da lesdo na SNpc gerada pela infusdo de 6-OHDA
no feixe prosencefalico medial (MFB);

Avaliar o impacto da injegcdo de DPSC, diferenciadas em neurénios ou
nao, no comportamento motor e na olfagao de ratos submetidos a leséo
na SNpc.

Quantificar o efeito da injecdo de DPSC, induzidas ou ndo a
diferenciagdo neuronal, sobre a sobrevivéncia de neurbnios
dopaminérgicos na SNpc frente a lesdo por 6-OHDA no MFB.

Analisar os niveis de expressao de proteinas relacionadas com o
sistema dopaminérgico dentro do  paradigma de lesdo da via
nigroestriatal e injegdo de DPSC induzidas ou nao a diferenciagdo em

neurdnios.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCA DE PARKINSON

2.1.1 Epidemiologia

Descrita pela primeira vez em 1817 por James Parkinson e posteriormente
designada com seu nome (CABREIRA; MASSANO, 2019), a DP, é a segunda
doenga neurodegenerativa mais prevalente no mundo, atras apenas da doenga de
Alzheimer (KUMAR; GOYAL; SINGH, 2022).

Sendo caracterizada pela perda pronunciada e progressiva dos neurdnios
dopaminérgicos da SNpc, esta doenga surge entre os 50 e os 80 anos de idade,
afetando entre 2-3% daqueles com idade superior aos 65 anos (KUMAR; GOYAL;
SINGH, 2022). Com o aumento da expectativa de vida e consequente
envelhecimento da populagao, é esperado um aumento significativo no niamero de
casos da DP, podendo chegar ao dobro do relatado atualmente, sendo entédo o
envelhecimento o fator de risco mais importante para o surgimento desta patologia
(DORSEY et al., 2018; SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2020).

Embora ainda ocorra uma escassez de estudos relacionados a
epidemiologia da DP no Brasil e uma auséncia de numeros oficiais (BOVOLENTA;
FELICIO, 2017), Dorsey et al (2018), relatou uma prevaléncia de 80-90 casos por
100.000 habitantes, para ambos os sexos, no ano de 2016, um aumento de 16,4%
quando comparado aos numeros de 1990.

Além da idade, o sexo também mostrou-se um fator relevante para a
epidemiologia da DP, tendo a doenca uma incidéncia 1,5 a 2,0 vezes maior nos
homens quando comparados as mulheres, possivelmente devido a um efeito
protetor do estrogénio (KUMAR; GOYAL; SINGH, 2022; ASCHERIO,
SCHWARSCHILD, 2016). Outros fatores de risco que devem ser considerados séo a
exposigcao a poluentes, como pesticidas, solventes e metais (DORSEY et al., 2018),
bem como fatores genéticos, afinal, além das mutagdes nos genes LRRK2, SNCA,
PRKN, PINK1, entre outras, ja descritas e associadas com esta doenga, cerca de
20% dos pacientes acometidos relata ao menos um familiar em primeiro ou segundo
grau também afetado por ela (CABREIRA; MASSANO, 2019).
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2.1.2 Etiologia

A contribuicdo de mutagdes genéticas e fatores ambientais na patogenia da
DP vem sendo discutida na literatura, porém, o envelhecimento ainda se mostra o
maior fator de risco para a doenga (JANKOVIC; TAN, 2020). Dessa forma, a DP é
considerada uma doenca multifatorial e, embora diversos avangos tenham sido
feitos quanto aos mecanismos envolvidos no surgimento desta, sua etiopatogenia
continua determinada como heterogénea (CABREIRA; MASSANO, 2019).
Entretanto, estudos demonstram o envolvimento de diferentes mecanismos
celulares, como disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo e do reticulo
endoplasmatico, alteragbes conformacionais proteicas, alteracbes na homeostase
celular e mutagdes génicas. (OBESO et al., 2017).

Embora em sua maioria a DP se apresente como esporadica, entre 5 a 10%
dos casos possuem causa monogénica associada (CABREIRA; MASSANO, 2019).
Assim como o primeiro gene a ser associado com o surgimento de formas familiares
da doenga, o SNCA (alfa-sinucleina), outras genes cujas mutagdes se relacionam
com a DP, sejam elas autossémicas dominantes (LRRK2, VPS35, EIF4G1) ou
recessivas (PRKN, PINK1, DJ-1) tem como seu produto proteinas diretamente
relacionadas com vias afetadas também em casos esporadicos da doenca (OBESO
et al., 2017). Até 2020, mais de 20 formas de Parkinsonismo monogénico foram
descritas e cerca de 100 locus identificados como fatores de risco para
DP(JANKOVIC; TAN, 2020) .

A disfungao no processamento proteico desempenha um papel importante na
patologia da DP, principalmente relacionada a alteragdes na proteina a-sinucleina
que, quando agregada de maneira anormal, acumula-se nos corpos de Lewy e se
mostra tdxica para os neurdnios dopaminérgicos. Esta agregacéao, relacionada com
alteracbes na conformacao dessa proteina, pode ser influenciada pela presenca de
espécies reativas de oxigénio, mutagcbes génicas e sobreexpressdo da mesma
(JANKOVIC; TAN, 2020).

Estudos demonstram também o papel da disfungdo mitocondrial na etiologia
da DP, incluindo uma ciclo, onde esta disfungdo seria capaz de aumentar a
agregacao de a-sinucleina e vice-versa. Neste contexto, o acumulo de a-sinucleina
no interior da mitocédndria é capaz de gerar a disfungdo do complexo | mitocondrial

com consequente aumento do estresse oxidativo que, por sua vez, impacta na
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agregacdo da mesma (POEWE et al., 2017). Sua importancia também pode ser
reforcada pelo uso de modelos animais com toxinas que prejudicam a fungéo
mitocondrial, como a rotenona, ja@ que estas sdo capazes de mimetizar o
Parkinsonismo (POEWE et al., 2017).

O estresse oxidativo, seja ele consequéncia direta ou ndo da disfungao
mitocondrial, vem sendo estudado como um dos principais mecanismos envolvidos
no desenvolvimento da DP. Os neurbnios dopaminérgicos da SNpc se mostram
particularmente vulneraveis ao estresse metabdlico e oxidativo, pois possuem nao
somente altos niveis citosélicos de dopamina (DA) e seus metabdlitos, como
também niveis intracelulares de calcio (KALIA; LANG, 2015; POEWE et al., 2017).

Paralelamente, a neuroinflamagcdo se mostra outro fator importante a ser
considerado, pois embora sua presenga seja amplamente relatada (KALIA; LANG,
2015; LIMA et al., 2012; MAROGIANNI et al., 2020) , ainda ha questionamentos
quanto ao seu papel na sobrevivéncia ou morte neuronal, ja que embora tanto
astrocitos quanto células da micréglia, estejam envolvidos com a depuragédo de
debris extracelulares, quando ativados, podem liberar citocinas pré-inflamatérias e
espécies reativas de oxigénio (KALIA; LANG, 2015; MAROGIANNI et al., 2020).
Estudos apontam que ndo apenas a neuroinflamacdo desempenha um papel no
desenvolvimento desta patologia, mas também a inflamacéao periférica, causada por
doengas como diabetes tipo Il e doenca inflamatdrias intestinais, que tém sido
associadas com altos riscos de desenvolvimento de DPPD (SIMON; TANNER;
BRUNDIN, 2020). Por fim, a inflamacéo do tecido olfatério ou do intestino, durante a
fase prodrébmica da DP, aparenta estar relacionada com o dobramento incorreto de
a-sinucleina, representando um /ooping que contribuiria para o desenvolvimento da
doenga (POEWE et al., 2017).

2.1.3 Fisiopatologia

Em sintese, a DP é marcada pela morte precoce, progressiva e
proeminente de neurbnios dopaminérgicos da SNpc, levando a despigmentacao
ventrolateral desta estrutura, ja que estes neurbnios sao ricos em neuromelanina
(Figura 1), (KALIA; LANG, 2015; LIMA et al., 2012), entretanto a presenca de

inclusdes proteicas intracitoplasmaticas, conhecidos como corpos de Lewy, ricos em
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a-sinucleina, também é um marcador fisiopatolégico da doenga (SIMON; TANNER;
BRUNDIN, 2020).

Figura 1. PERDA MACICA DE NEURONIOS DOPAMINERGICOS NA SNPC. Os painéis A e B
representam, respectivamente, o mesencéfalo bilateral humano post mortem de individuos normais e
parkinsonianos de. Os painéis C e D demonstram o equivalente unilateral do mesencéfalo de ratos
apos a infusdo de veiculo ou MPTP, respectivamente. As setas indicam imunoreatividade a tirosina
hidroxilase presente na SNpc. FONTE: Lima et al. (2012)

Localizada no mesencéfalo ventral, a SNpc possui neurdnios
dopaminérgicos cujos axOnios projetam-se para o corpo estriado (ST), esta via,
conhecida como via nigro-estriatal, desempenha um papel primordial na execugao
de atividades motoras. (RAZA; ANJUM; SHAKEEL, 2019). Usualmente a camada
ventrolateral da SNpc é mais afetada pela DP, gerando uma deplegéo nos niveis de
DA no estriado dorsal (KALIA; LANG, 2015). E importante ressaltar que a
neurodegeneracéo e a presenga dos corpos de Lewy, presentes na DP, podem se

estender, ainda que em menor grau, para outros sistemas, tendo sido relatados em
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neurénios noradrenérgicos (locus coeruleus), serotoninérgicos (nucleos da rafe) e
colinérgicos (nucleo basal de Meynert), bem como no cortex cerebral e no sistema
nervoso autbnomo (RAZA; ANJUM; SHAKEEL, 2019).

Estima-se que seja necessaria uma perda de 50-70% dos neurbnios
dopaminérgicos da SNpc para que as manifestacdes motoras da doenga se tornem
evidentes (SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2020). Tais manifestagbes sao
consideradas classicas e incluem bradicinesia, rigidez muscular, tremor em repouso
e prejuizos posturais e na marcha (KALIA; LANG, 2015).

A bradicinesia consiste na reducdo progressiva da velocidade e amplitude
de movimentos alternados e repetidos, como por exemplo, o abrir e fechar das maos
(CABREIRA; MASSANO, 2019). Adicionalmente, é possivel observar manifestagdes
decorrentes da bradicinesia, como uma redu¢do do movimento corporal espontaneo,
hipomimia, hipofonia e micrografia (CABREIRA; MASSANO, 2019; KUMAR; GOYAL;
SINGH, 2022). Por outro lado, a rigidez muscular é derivada de um aumento no
tbnus muscular e, muitas vezes, € denominada rigidez “em roda dentada”, quando
se soma ao tremor em repouso (KUMAR; GOYAL; SINGH, 2022). Este ultimo
manifesta-se usualmente nas maos, mas pode surgir em outras regides, como
membros inferiores, lingua e mandibula (OBESO et al., 2017). Por fim, as alteragbes
posturais e em marcha resultam usualmente, em uma postura mais acentuada, com
flexdo do tronco e marcha lenta, de base estreita e com passos curtos e baixos
(CABREIRA; MASSANO, 2019; KALIA; LANG, 2015).

As manifestagées nao-motoras, por outro lado, tém ganhado um destaque
recente, visto que algumas delas tendem a surgir anos antes das manifestaces
motoras da DP, fazendo parte entdo da fase prodrédmica da doenca (JANKOVIC;
TAN, 2020). Se fazem presentes nessa fase alteragbes neuropsiquiatricas, como
depressdo, ansiedade, apatia e fadiga; disturbios gastrointestinais que incluem
disfagia e constipacédo; alteragcdes autonédmicas, como sudorese, disfungao sexual e
hipotensao ortostatica; disturbios do sono, incluindo alteracdes comportamentais do
sono REM (do inglés rapid eye moviment) com caracteristica atividade hiper motora
noturna e sonoléncia diurna excessiva; e por fim, alteragdes sensoriais, como
alteragdes visuais e no paladar e hiposmia (CABREIRA; MASSANO, 2019; KALIA;
LANG, 2015; LIU, Shu-Ying; CHAN; STOESSL, 2017). A deméncia, por outro lado,
acomete cerca de 30% dos pacientes e tende a surgir em fases avangadas da DP,

relacionando-se com a degeneragao de estruturas hipocampais e podendo estar
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relacionada com o surgimento de alucinagdes e psicoses (RAZA; ANJUM;
SHAKEEL, 2019; TOLOSA et al., 2021).

Visando a compreensdo da progressdo da DP, Braak et al. (2003)
propuseram um estagiamento da doenga, composto por seis fases, que ganhou
destaque por acompanhar as manifestacdes clinicas da doenga (KALIA; LANG,
2015). De acordo com a hipotese de Braak, as mudangas patoldgicas iniciais
ocorrem na medula oblonga e no bulbo olfatério (estagios 1 e 2) e correspondem ao
surgimento fase prodromica, em especial do prejuizo autondmico e olfatério.
Posteriormente, tais alteragcdes avangam rostralmente para o mesencéfalo e SNpc
(estagios 3 e 4), resultando no aparecimento da fase clinica, com a presencga de
manifestacdes motoras e do sono. Por fim, ha o acometimento de regides corticais
(estagios 5 e 6), resultando em sinais e sintomas mais severos, como a deméncia e
disturbios emocionais (BRAAK et al., 2003; JANKOVIC; TAN, 2020; KALIA; LANG,
2015).

2.1.4 Tratamentos

Embora muitos anos tenham se passado apos a identificacdo da DP, as
atuais intervengdes terapéuticas disponiveis ainda s&o majoritariamente
sintomatoldgicas, ndo sendo capazes de alterar significativamente sua progressao e
visando uma melhora na qualidade de vida do paciente (CABREIRA; MASSANO,
2019). Neste sentido, drogas que estimulam os receptores dopaminérgicos ou
aumentam os niveis de DA sdo as principais escolhas no tratamento dos sintomas
motores, que incluem a levodopa, agonistas dopaminérgicos e inibidores da
monoamina oxidase, entre outros (KALIA; LANG, 2015).

A levodopa, primeiro farmaco com eficacia demonstrada na DP (CABREIRA;
MASSANO, 2019), é frequentemente combinada com carbidopa, um inibidor de
descarboxilase acida, reduzindo seu metabolismo periférico (JANKOVIC; TAN, 2020;
RAZA; ANJUM; SHAKEEL, 2019). Embora esta ainda seja a intervencao
farmacoldégica mais comum, o uso de levodopa pode ocasionar nauseas, vomitos,
hipotensdo ortostatica, disturbios do sono e até alucinagbes (JANKOVIC; TAN,
2020). Tais reacbes adversas, em conjunto com a falta de evidéncias na
modificagdo da progressdo da doenga, fazem com que o momento de inicio do

tratamento com levodopa deva ser individualizado, com uma analise do
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risco-beneficio por parte de uma equipe multidisciplinar (CABREIRA; MASSANO,
2019).

Visando alternativas para melhora dos sintomas motores, destaca-se a
estimulagao cerebral profunda na regido do nucleo subtalamico, com eficacia para
estagios intermediarios ou avangados da doenga, principalmente em casos
refratarios ao tratamento farmacolégico (KALIA; LANG, 2015; RAZA; ANJUM;
SHAKEEL, 2019). Por outro lado, cirurgias ablativas, como a talamotomia ou a
palidotomia, visam a remocdo de uma regido especifica do tecido cerebral,
considerada hiper-reativa, com redugcdo dos sintomas motores, com o minimo
possivel de alteracbes em outras fungdes do organismo (RAZA; ANJUM; SHAKEEL,
2019). Além disso, o uso de terapias fisicas, de linguagem ou ocupacional, se
mostram estratégias eficientes na melhora da qualidade de vida dos pacientes,
facilitando atividades relacionadas com a marcha em estagios mais avangados da
DP (RAZA; ANJUM; SHAKEEL, 2019).

Por fim, novas estratégias, embora ainda em fase de estudos, visam modificar
ou retardar o curso do DP. Entre essas, a reposicdo de células através de
transplantes apresenta resultados promissores, porém variaveis. Li et al. (2016)
demonstraram, post-mortem, a recuperagdo da inervagdo dopaminérgica do
putamen 24 anos apos o transplante de neurbnios dopaminérgicos embrionarios,
com melhora dos sintomas motores durante a vida do paciente. Por outro lado,
Kordower et al. (2017) ao relatarem o caso de uma paciente submetida a um
transplante similar, evidenciam também a sobrevivéncia de neurdnios
dopaminérgicos derivados do enxerto, porém sem melhora motora significativa.
Adicionalmente, o uso de CTs derivadas de tecido embrionario representa questdes
éticas importantes, evidenciando a necessidade de estudos relacionados com o uso
de linhagens celulares alternativas, bem como dos mecanismos envolvidos neste
tipo de terapia (JANKOVIC; TAN, 2020).

2.1.5 Modelos Animais da Doencga de Parkinson

O desenvolvimento de estratégias neurorregenerativas ou neuroprotetoras
com possivel uso na DP, ainda é um desafio a ser enfrentado e, neste sentido, os
modelos animais da doenga se mostram ferramentas importantes, ja que sao

capazes de mimetizar, com certas limitagoes, as caracteristicas da doenca, podendo
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elucidar mecanismos envolvidos e evidenciar possiveis candidatos ao uso clinico
(RAZA; ANJUM; SHAKEEL, 2019).

Como uma estratégia para mimetizar a DP é possivel realizar mutacdes
genéticas sitio-especificas, alteragcbes nos niveis de expressdo, nocaute ou
expressao transgénica de genes relacionados com esta patologia, mimetizando o
fendtipo motor e ndo motor de pacientes. As proteinas alvo para os modelos
genéticos da DP incluem as a-sinucleina, LRRK2 (do inglés leucine-rich repeat
kinase 2) e Parkin. (RAZA; ANJUM; SHAKEEL, 2019).

Ja os modelos baseados em neurotoxinas incluem o uso de MPTP
(1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina), 6-OHDA e rotenona.

O MPTP ganhou destaque ap6s o ano de 1983, quando diversas pessoas
passaram a exibir sintomas caracteristicos da DP apds o consumo de um opidide
contaminado com esta toxina (LANGSTON et al., 1983). Sendo lipofilico, o MPTP é
capaz de atravessar a barreira hematoencefalica e, ao ser oxidado para MPP* , é
internalizado pelo transportador de dopamina (DAT), sendo entdo capaz de inibir os
complexos mitocondriais I, lll e IV, gerando espécies reativas de oxigénio e a
consequente morte dos neurdnios dopaminérgicos dos nucleos da base (RAZA;
ANJUM; SHAKEEL, 2019; SALARI; BAGHERI, 2019).

Por outro lado, a rotenona € um composto natural, extraido das raizes de
certas plantas, que possui uma alta afinidade pelo complexo mitocondrial I,
causando sua inibicdo e consequente morte neuronal apds sua administragéo oral,
subcutanea, intravenosa ou intraperitoneal. O uso de rotenona é capaz de gerar
modelos da DP que mimetizam os prejuizos motores, alteragdo na atividade do
proteassoma e presenga de inclusbes neuronais de a-sinucleina (RAZA; ANJUM;
SHAKEEL, 2019; ZENG; GENG; JIA, 2018)

Ja a 6-OHDA é um andlogo da DA incapaz de cruzar a barreira
hematoencefdlica e, portanto, deve ser aplicado localmente através de
procedimentos estereotaxicos (SALARI; BAGHERI, 2019). Apds ser captada nos
terminais pré-sinapticos via DAT, esta toxina leva a produgdo de radicais livres,
incluindo peroxido de hidrogénio, com inibigdo do complexo mitocondrial |, estresse
oxidativo e consequente morte neuronal (RAZA; ANJUM; SHAKEEL, 2019).
Adicionalmente, a 6-OHDA também pode inibir 0o complexo mitocondrial 1V,
diminuindo o potencial de membrana da mitocdndria e levando a sua disfungéo
(PINGALE; GUPTA, 2020; ZENG; GENG; JIA, 2018). Sua administracao pode ser
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feita de forma bi- ou unilateral, diretamente na SNpc, no ST ou no MFB. Neste
ultimo, o uso de 6-OHDA resulta em uma perda de fibras dopaminérgicas que
partem da SNpc em diregdo ao ST, promovendo rigidez muscular e déficits
cognitivos (ZENG; GENG; JIA, 2018).

2.2 CELULAS-TRONCO

CTs podem ser definidas como uma entidade clonal, com capacidade de
autorrenovagao e multipotente, e desta maneira, serem capazes de diferenciar-se
em linhagens celulares especificas (MELTON; COWEN, 2009). A auto-renovacéao
consiste na geracao de células filhas que podem ser definidas como fenocopias da
célula original, ou seja, apds o processo de mitose, ao menos uma das células
resultantes possui a capacidade de autorrenovacéao e diferenciagao. Este processo
pode ocorrer de forma simétrica, originando duas CTs, ou assimétrica, com uma CT
e uma célula ja no inicio do processo de diferenciacdo como resultado (NIWA, 2009).
A diferenciacdo, por outro lado, consiste na capacidade das CT’s em originar células
com potencial mais restrito, ou seja, células diferenciadas (MELTON; COWEN,
2009).

E possivel classificar as CTs de acordo com o momento do desenvolvido em
que se originam e poténcia (Figura 2). Quanto a origem, é possivel ressaltar dois
grandes grupos:

a) As CTs embrionarias sao pluripotentes, derivadas do blastocisto, 5-6 dias
ap6s a fertilizagcdo, possuem como principais caracteristicas a
autorrenovagao, diferenciagdo em multiplas linhagens in vitro e in vivo,
clonogenicidade, cariétipo normal e alta proliferagdo in vitro (KOLIOS;
MOODLEY, 2013; MELTON; COWEN, 2009).

b) As CTs adultas, sdo derivadas do tecido adulto e que, por outro lado,
possuem como caracteristicas principais a autorrenovacéao e de diferenciacao
limitada, com propriedades mais especificas, sendo definidas pelo tecido no
qual se encontram. Embora com poténcia reduzida, possuem menos
problemas quanto a possivel rejeicdo em casos de transplante. Além disso,
devido a suas origens, os questionamentos éticos apresentam-se de
maneiras muito mais restritas do ponto de vista de suas utilizagées (KOLIOS;
MOODLEY, 2013; MELTON; COWEN, 2009).



27

Ja a poténcia, diz respeito ao numero de diferentes linhagens que podem
originar-se a partir deste grupo de CTs. CT’s totipotentes, sendo as células mais
indiferenciadas, sdo capazes de dividir-se e originar em todas as células do
organismo, incluindo os tecidos embrionarios e extraembrionarios, sendo o principal
exemplo desta classe o zigoto (KOLIOS; MOODLEY, 2013). Ja as CTs pluripotentes,
que incluem as CT’s embrionarias, retiradas do embrido antes da sua implantacéao ,
sdo capazes de dar origem a células pertencentes aos trés folhetos embrionarios,
ectoderme, endoderme e mesoderme (KOLIOS; MOODLEY, 2013; ZAKRZEWSKI et
al., 2019). As CTs multipotentes, por outro lado, possuem um espectro de
diferenciagao mais estreito, mas ainda capaz de originar células de linhagens nao
relacionadas, usualmente vindas do mesmo folheto embrionario, sdo exemplos
dessa classe as CTs mesenquimais e hematopoiéticas (VERFAILLIE; CRABBE,
2009). Com poténcia reduzida, as CTs oligopotentes diferenciam-se em duas ou
mais linhagens celulares do mesmo tecido, como a CT mieldide (KOLIOS;
MOODLEY, 2013). E por fim, as CTs unipotentes, como os dermatdcitos, muitas
vezes chamadas de progenitoras, sao caracterizadas por um estreito potencial de
diferenciagdo, com capacidade de originar apenas um tipo celular (KOLIOS;
MOODLEY, 2013; ZAKRZEWSKI et al., 2019).
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Figura 2. HIERARQUIA DAS CELULAS-TRONCO. Células totipotentes formam o tecido embrionario
e extraembrionario. Células pluripotentes originam os trés folhetos embrionarios, enquanto células
multipotentes limitam-se a um folheto e oligopotentes a um tecido especifico. FONTE: Kolios e

Moodley (2013)

2.2.1 Células-tronco mesenquimais

As CTMs sao CT’s adultas, multipotentes, ndo-hematopoiéticas que foram
isoladas pela primeira vez em 1970 de ossos de porquinho-da-india (SHARMA et al.,
2022). Atualmente as CTMs podem ser isoladas de diversos tecidos, incluindo a
medula éssea como principal fonte de obten¢céo, mas também do figado, pele, tecido
adiposo, pancreas, placenta, corddo umbilical e polpa dentaria (CAPLAN, 2009;
SHARMA et al., 2022).

A sociedade internacional de terapia celular define trés critérios minimos para a
caracterizagdo das CTMs (DOMINICI et al., 2006). Primeiramente, quando mantidas
em condi¢cbes padrao de cultivo, as CTMs devem se mostrar aderentes ao plastico.
Adicionalmente, no minimo 95% da populagdo deve expressar os antigenos de
superficie CD105 (endoglina, uma glicoproteina de membrana tipo 1) , CD73

(ecto-5’-nucleotidase) e CD90 (Thy-1, envolvida com interagbes célula-células e
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célula-matriz extracelular) medidas por citometria de fluxo (DOMINICI et al., 2006 e
LIN et al, 2013). Neste mesmo sentido, no minimo 98% da populagédo celular ndo
deve ser positiva para os antigenos CD45 (antigeno comum de leucdcitos, expresso
em todas as células hematopoiéticas nucleadas) (RHEINLANDER et al, 2018), CD34
(sialomucina transmembrana envolvida com o processo de adesdo), CD14
(marcador de pericito) ou CD11b (integrina associada com adesdo de células
mieloides) (DENARDO et al, 2021), CD79a ou CD19 (antigenos marcadore de
linfocitos B) e HLA (antigeno leucocitario humano) classe Il (UDER et al, 2018). Por
fim, as CTMs devem ser capazes de diferenciar-se in vitro em osteoblastos,
adipdcitos e condroblastos (DOMINICI et al., 2006).

O uso de CTMs vem ganhando destaque nas ultimas décadas, ja que essas
possuem vantagens frente a outras CTs, como menor imunogenicidade, baixo risco
de teratoma, além de questionamentos éticos menos extensos. Adicionalmente,
CTMs possuem a capacidade de diferenciar-se em tipos celulares nao
mesenquimais, como células epiteliais, endoteliais e neuronais (GUGLIANDOLO;
BRAMANTI; MAZZON, 2017).

2.2.2 Células-tronco da polpa dentaria

Embora tradicionalmente as CTMs sejam obtidas da medula 6ssea, é possivel
encontra-las também na polpa dentaria, sendo definidas entdo como DPSC
(SHARMA et al., 2022). Identificadas e isoladas pela primeira vez em 2000 por
Gronthos e colaboradores (2000) através da digestdo enzimatica da polpa dentaria
de terceiros molares, as DPSC destacam-se pela localizagao perivascular, de facil
acesso cirurgico, baixo risco ao paciente e custo reduzido, ja que podem ser obtidas
de dentes que usualmente seriam descartados, dispensando a necessidade de
procedimentos cirurgicos adicionais (ANITUA; TROYA; ZALDUENDO, 2018; ISOBE
et al., 2016; YAMADA et al., 2019).

A polpa dentaria localiza-se no interior do dente, sendo recoberta pela camada
intermediaria da dentina e pelo esmalte externo (LUO et al., 2018). E composta por
tecido conjuntivo, com a presenga de vasos sanguineos, nervos, células
odonto-progenitoras, células imunes e tecido mesenquimal (LUO et al., 2018).

As DPSC sao CTs derivadas da ectoderme, que ao migrarem do tubo neural

para a regidao oral, assumem um fendtipo mesenquimal, dessa maneira, sao
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definidas por alguns autores como ectomesenquimais (ANITUA; TROYA;
ZALDUENDO, 2018; SHARMA et al., 2022). Devido a esta origem embrionaria
privilegiada, as DPSC sao capazes de diferenciar-se em células de origem
mesenquimal (osteoblastos, condrdcitos, adipdcitos e midcitos), endodermal
(hepatdcitos e células endoteliais) e ectodermal (neurénios) (YAMADA et al., 2019).
Neste contexto, as DPSC s&o boas candidatas a terapia celular aplicada a DP,
ja que, em condicdes adequadas, ndo apenas sao capazes de diferenciar-se em
neurénios, como o fazem em taxas muito superiores aquelas atingidas por CTMs
extraidas da medula 6ssea (SHARMA et al., 2022). Por fim, as DPSC se mostram
capazes de secretar uma série de fatores bioldgicos envolvidos no crescimento
axonal, proliferagdo e diferenciagdo celular, sobrevivéncia e regeneracao tecidual,
evidenciando seu potencial neurogénico e neurorregenerativo (BARBUTI et al.,
2021; SHARMA et al., 2022). Embora este potencial tenha se demonstrado
promissor em diversos estudos in vitro e in vivo (CHEN, Yong-Ren et al., 2020;
GNANASEGARAN; GOVINDASAMY; MANI; et al., 2017; JARMALAVICIUTE et al.,
2015; NESTI et al., 2011; SIMON et al., 2019; TEIXEIRA et al., 2017; XIAO et al.,
2017; ZHANG et al., 2018), ainda se fazem necessarios estudos sobre os
mecanismos pelos quais essas células atuam, bem como informagdes sobre sua

segurancga e a definicdo de protocolos para possiveis ensaios clinicos futuros.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 COLETA, ISOLAMENTO, CARACTERIZACAO E INDUCAO DAS
CELULAS-TRONCO DA POLPA DENTARIA

Todas as etapas de coleta, isolamento, caracterizacdo e inducdo das DPSC
foram realizadas nas dependéncias da PUCPR, através de parceria realizada com o
Nucleo de Tecnologia Celular da instituicdo. O projeto obteve aprovagao do Comité
de Etica em Pesquisa da PUCPR (CAAE 28861419.2.0000.0020) e da Universidade
Federal do Parana (CAAE 28861419.2.3001.0102).

Para obtencao das células foram utilizadas cinco amostras de polpa dentaria
humana, advindas de dentes permanentes. Previamente a coleta, que foi realizada
por cirurgiao dentista, os pacientes assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido e realizaram enxague bucal com clorexidina (PerioGard®, Brasil). Os
dentes foram entdo cortados para a exposicdo da polpa dentaria que foi removida
com auxilio de lima endododntica e macerada com bisturi. O macerado derivado foi
incubado com solugao de colagenase, seguido de filtracado e centrifugagao. O botao
de células foi ressuspendido e as células resultantes foram cultivadas (37°C; 5%
CO,) em meio Iscove Dulbecco Modificado, suplementado com soro fetal bovino
(15%), penicilina e estreptomicina.

Visando a caracterizacdo imunofenotipica das DPSC, foi avaliada a
expressao dos marcadores celulares CD29, CD105, CD14, CD73, CD45, CD90,
CD19 e CD34, HLA-DR e os marcadores de apoptose e viabilidade Anexina V e
7-Aminoactinomicina D. Para tal, as células foram lavadas com tampéo fosfato e
incubadas com os o0s anticorpos comerciais correspondentes a marcagao de
interesse por 30 min em auséncia de luz. Posteriormente, apds lavagens com o
mesmo tampdo, as células foram ressuspendidas e fixadas em solucdo de
formaldeido (1%). Aproximadamente 100.000 células foram submetidas ao citbmetro
de fluxo FACS Calibur e analisadas por meio do software FlowJo.

Para inducdo da diferenciagao neuronal, apds a expansdo das DPSC, as
células foram replaqueadas em frascos de cultivo previamente recobertos com
laminina. Neste momento utilizou-se o meio de cultivo Neurobasal-A suplementado
com B-27 e com fatores heregulin-B-1 (PeproTech, USA), glutamina (GibcoTM
Invitrogen, NY, USA) e fator de crescimento de fibroblasto (FGF) (PeproTech, USA) .
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O procedimento de cultivo (37°C; 5% CO,) teve duracdo de 21 dias , com troca do
meio realizada duas vezes por semana. A avaliagdo da diferenciacido neuronal foi
realizada por imunofluorescéncia. Para tal, as células foram lavadas com TBS-T: (20
mM Tris; 150 mM NacCl; 0,1% Tween-20) e bloqueadas com soro de cabra (5% em
TBS-T). As amostras foram entao incubadas com anticorpo primario anti-Btubulina Il
(4°C; over night) e, apds sucessivas lavagens, com anticorpo secundario anti-rato
FITC. Apds novas lavagens, o nucleo foi corado com DAPI e as laminas lidas em
Microscoépio NIKON Eclipse Ni.

3.2 ANIMAIS

Os experimentos foram realizados de acordo com as diretrizes estabelecidas
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas, sob
aprovagao do mesmo (CEUA n° 1372), visando principios éticos em relagdo ao uso
de animais de experimentacido. Para tal foram utilizados ratos Wistar machos, de
cerca de 3 meses de idade, pesando entre 280-330g, mantidos em sala com
umidade e temperatura controlados (22+ 2 ° C), em ciclo claro/escuro de 12/12h,
com fornecimento de agua e comida ad libitum. Toda a manipulagdo dos animais,
testes comportamentais e analise post mortem dos tecidos foram realizados no

laboratério de neurofisiologia da UFPR.

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.3.1 Experimento 1

O experimento 1 teve como objetivo avaliar a extensdo da les&o gerada na
SNpc pela inje¢cdo de 6-OHDA no MFB dos animais, bem como definir o melhor
tempo apds a cirurgia para a infusdao das DPSC. Para tal, os animais foram
submetidos a cirurgia estereotaxica no dia 0, quando a neurotoxina foi infundida
bilateralmente no MFB. Apds 7 e 14 dias, os animais foram eutanasiados e a lesao
foi analisada por Imuno histoquimica (IHQ) para tirosina hidroxilase (TH). O

delineamento experimental e a divisdo dos grupos esta representado na figura 3.
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Eutanasia e IHQ

SHAM 7 dias
SHAM 14 dias
6-OHDA 7 dias
6-OHDA 14 dias

DO I D14

I D7 I
Cirurgia estereotaxica Eutanasia e IHQ ‘
(6-OHDA ou Veiculo)

Figura 3. GRUPOS E DELINEAMENTO EXPERIMENTO 1. Apds 7 e 14 dias a partir da cirurgia
estereotaxica, com infusdo de salina ou da neurotoxina 6-OHDA no MFB, os animais foram
eutanasiados e a lesdo na SNpc foi analisada através de imuno histoquimica (IHQ) para tirosina
hidroxilase. FONTE: A Autora (2022).

GRuPOS

3.3.2 Experimento 2

Para a realizagdo do experimento 2, no dia -7 os animais foram submetidos a
cirurgia estereotaxica para infusdo de 6-OHDA ou solugéo salina no MFB. Neste
mesmo momento foi realizada a fixagdo da canula guia na SNpc para posterior
infusdo das células ou salina.

Seis dias apds a cirurgia (dia -1) os animais foram submetidos ao teste de
discriminagao olfatéria. Posteriormente (dia 0), foi realizado o teste de campo aberto
e foram infundidas, com auxilio da cénula guia, a suspensdo de células n&o
diferenciadas (DPSC), diferenciadas (n-DPSC) ou salina, dando origem a quatro

grupos, que sao demonstrados na figura abaixo (Figura 4):

1. SHAM

2. 6-OHDA/VEICULO
3. 6-OHDA/DPSC

4. 6-OHDA/ n-DPSC
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A wrs | 6-OHDA| - + + +
DPSC - = + -
SNpc
n-DPSC - - - +
1 2 3 4
Campo aberto Teste
B Infusao (DPSC; discriminagao
n'DPSC Vel'CUIO) Olfaténa
D-7 D-1 D+7
DO D+6
Cirurgia Teste Campo
estereotaxica discriminagao aberto e
(6-OHDA ou olfatéria Eutanasia
Veiculo)

Figura 4. GRUPOS E DELINEAMENTO EXPERIMENTO 2. O painel superior (A) mostra a divisdo
dos animais em quatro grupos experimentais conforme a infusdo de toxina no MFB e das células na
SNpc. O delineamento experimental, com duragéo total de 14 dias, é representado no painel inferior
(B). FONTE: A Autora (2022)

Seis dias apds a apds a infusdo na SNpc (dia +6) os animais passaram pelo
testes de discriminagéo olfatéria e, no dia seguinte (dia +7), pelo teste de campo
aberto e eutanasia.

3.4 CIRURGIA ESTEREOTAXICA
Para a realizagdo da cirurgia estereotaxica, os animais foram sedados com

xilazina (10mg/kg; Intraperitonealmente- ip) e anestesiados com quetamina (90
mg/kg; ip) e entdo fixados no estereotaxico. Apés a tricotomizagao do local e inciséao
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da pele, uma pequena perfuragao do cranio foi, permitindo o acesso da agulha. Para
a leséo bilateral no MFB as seguintes coordenadas foram utilizadas: (AP)=-2,2 mm;
(ML)= £ 2,0mm; e (DV)= -8,0mm (PAXINOS; WATSON, 2006). A agulha foi entao
guiada para a regido de interesse e a neurotoxina (6-OHDA, 3ug; em 1uL de
solugdo salina 0,9% NaCl, 0,2% acido ascorbico) ou veiculo (1uL de solugéo salina
0,9% NaCl, 0,2% acido ascorbico) infundida por bomba eletrénica (Insight
Instruments, Ribeirdo Preto, Brasil) em uma taxa de 0,33 pL/min. Nesta mesma
cirurgia também foram implementadas, de forma bilateral, canulas guia, na SNpc,
em ambos os grupos, seguindo as coordenadas: (AP)=-5,0 mm; (ML)= = 2,1mm; e
(DV)= -8,0mm (PAXINOS; WATSON, 2006). Nestas canulas, no dia 0, foram
infundidas as DPSC, induzidas ou n&o a diferenciagao (100.000 células em 3 uL de
solugao salina) ou solugao salina (3uL), conforme distribuicdo dos grupos, também

na taxa de 0,33uL/min.

3.5 TESTE DE DISCRIMINACAO OLFATORIA

Para o teste de discriminagao olfatéria foi utilizada uma versdo modificada por
Prediger; Batista e Takahashi (2005) e anteriormente padronizada em nosso
laboratério (RODRIGUES et al., 2014). Para tal, os animais foram isolados 48h antes
da realizacao do teste, de forma a gerar um odor familiar (cepilho). Posteriormente,
os animais foram colocados, de forma individual, em uma caixa (60 x 40 x 50 cm)
preenchida com cepilho, dividida igualmente em dois compartimentos, com livre
circulagao entre ambos.

Para habituacdo do animal ao aparato, foi realizada a etapa de treino, onde
este é deixado realizar livremente a exploragao, durante um periodo de 2 minutos,
com a caixa preenchida apenas com cepilho limpo. Foi realizada entdo a
higienizacdo do aparato, seguida do preenchimento de um compartimento com
cepilho limpo (odor nao familiar), enquanto o outro compartimento foi preenchido
com cepilho derivado do isolamento dos animais (odor familiar). Esta etapa do teste
tem duracido de 3 minutos, nela o animal é posicionado entre a abertura do aparato
e seu tempo de exploragao é registrado com o auxilio de uma cadmera. Entre cada
teste, se faz necessaria a troca do papel e do cepilho, evitando alteracbes

comportamentais derivadas a presenga do odor de outros animais.
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Como controle positivo para prejuizo olfatério, foi incluido um grupo de
animais tratados com Zicam® Oral Mist intranasal (Matrixx Initiatives, Scottsdale, AZ,
EUA), como descrito por Rodrigues, et al. (2014). Para tal, os animais foram
sedados com quetamina (90 mg/kg; ip) e xilazina (3 mg/kg; ip) e aproximadamente
30 uL de Zicam® foram lentamente infundidos na cavidade nasal, com auxilio de
uma microseringa ligada a uma agulha de calibre 30, conectados por céanula de

polietileno. Este processo foi repetido bilateralmente.

3.6 TESTE DE CAMPO ABERTO

O teste de campo aberto foi realizado conforme descrito por Broadhurst
(1960) e padronizado por nosso laboratério (KMITA et al., 2019). Para tal os animais
foram posicionados no centro de uma arena circular de metal com 1 metro de
didmetro e 50 centimetros de altura e o seu comportamento motor foi gravado
através de camera digital pelo tempo de 5 minutos. Cada animal foi avaliado de
forma individual e o aparato limpo com etanol 5% entre cada teste, evitando
alteragbes comportamentais devido a odores deixados pelo sujeito experimental
anterior. O tempo de imobilidade (tempo em que o animal ndo apresenta nenhuma
atividade locomotora) e mobilidade dos animais foi analisado de forma manual, em
duplicata, tais parametros foram utilizados para o calculo do indice de locomocéao

(tempo de locomogéo - tempo imobilidade x 100).

3.7 TRANSDUGAO E LOCALIZAGAO DAS DPSC APOS INFUSAO

Visando a localizagdo das DPSC pés-infuséo, frascos de uma amostra de DPSC
foram transduzidas e passaram a expressar o gene da luciferase. Para isto, células
293 foram transfectadas com os vetores pMD2.G, pCMV_dr8.91 e
pMSCV_Luc2_T2A utilizando Lipofectamina 2000 e foram mantidas durante trés
dias em cultura. O sobrenadante contendo as particulas virais foi coletado,
ultracentrifugado por 28000 rpm por 1 hora e 30 minutos e o sobrenadante foi
utilizado. As DPSC foram transduzidas com o sobrenadante contendo as particulas
virais € 10ug/ul de Brometo de Hexadimetrina. O meio utilizado para a transducgéao
das células foi trocado a cada 24 horas durante trés dias. Apos este periodo, foi

adicionado as culturas puromicina (10nM), para selegcao das células, em uma
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concentracao final de 10mM. Na sequéncia foi realizado o teste para comprovar que
houve a transducido das DPSC e que a puromicina esta selecionando as células que
expressam a enzima luciferase.

Para a localizagdo das DPSC e n-DPSC alguns animais receberam
células-tronco transduzidas que podem ser acompanhadas no equipamento IVIS
Lumina Il. A expresséo da luciferase foi detectada utilizando o sistema de imagem
otica sensivel a bioluminescéncia IVIS Lumina Il (Caliper Life Sciences, Hopkinton,
MA, USA). O campo maximo de captura do equipamento € de 12,7x12,7cm e os
animais foram posicionados de modo a se enquadrar nesta area de captura de
imagem.

Apoés a injecdo das DPSC induzidas e ndo induzidas a diferenciagado neuronal,
0s animais receberam anestesia inalatoria com isofluorano (~4%), entéo foi injetado
via IP 150mg/kg de D-luciferina. Apdés 5 minutos os animais foram posicionados na
camara escura e a imagem foi capturada por uma céamera de alta sensibilidade . Os
animais foram submetidos a analise nos seguintes momentos: apds a infusdo das

células, um, dois e seis dias apds a infusdo.

3.8 IMUNO-HISTOQUIMICA

Para realizagdo da IHQ para TH, os animais foram profundamente sedados
com xilazina (ip; 10mg/kg) e anestesiados com quetamina (ip;90 mg/kg), sendo
entdo perfundidos, intra-cardiacamente, com solugdo salina, seguida de solugéo
fixadora de paraformaldeido (4% em PBS 0,1M; pH 7,4). Os encéfalos,
imediatamente apdés a remocdo do cranio, foram imersos por 48h em solugao
fixadora (4°C). Posteriormente, os tecidos foram imersos em solugdo de sacarose
(30% em PBS 0,1M) durante 72h e entdo, congelados a -80°C até o momento das
secgdes. As seccdes (40um) das regides de interesse sao realizadas em criostato e
posteriormente submetidas a inibicdo da peroxidase endégena com H,0, (0,3%; 10
min) e bloqueio com soro de cabra (10 % em PBS; pH 7,4; 10 min). Em seguida, sao
incubadas com anticorpo anti-TH (Chemicon;CA, EUA; 1:500; em PBS; 0,3% triton
x-100) overnight a 4°C. Apods lavagens sucessivas, as amostras foram incubadas
com anticorpo secundario (anti-mouse; 1:200; Vector Laboratories, USA; 2h;
Temperatura ambiente). Por fim, apds novas lavagens, o complexo formado é

localizado através do sistema ABC (Vectastain ABC Elite Kit, Vector Laboratories,
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EUA), seguido por reacao com 3,3-diaminobenzidina com sulfato de niquel visando

o aumento do contraste da reacéo.

3.9 WESTERN BLOT

Para realizacdo de Western blot, os animais serdo eutanasiados por
decapitagdo e as estruturas de interesse serdo rapidamente dissecadas e
armazenadas (-80°C) até processamento, quando foram homogeneizadas com
auxilio de sonicador, em tampéao de lise (150mM NaCl, 50mM Tris-HCI, 1% TX-100)
com inibidor de protease (Pierce protease Inhibitor tablets, #A32963, Pierce, EUA) e
de fosfatase (Halt Phosphatase Inhibitor Cocktail, 78427, Thermo Fisher, EUA) e
entdo centrifugadas (12.000 rpm; 4°C; 10 min). O sobrenadante resultante foi
coletado e as proteinas totais presentes, quantificadas pelo método de bradford.
Posteriormente, cerca de 20 ug de proteinas totais foram diluidas em tamp&o de
amostra (5x; 1,6% SDS; 4% 2-Mercaptoetanol; 8% glicerol; 0,0016% azul de
bromofenol; 0,125M tris-HCI) e entdo separadas por SDS-page. A transferéncia das
proteinas para membrana de PVDF foi realizada utilizando a seguinte formula: 3
mA.cm? de membrana/h transferéncia, resultando em um total de 150 mA, por 1h,
por membrana. Posteriormente a membrana foi incubada com solugcédo de bloqueio
(BSA 1% em TBS-T, 1h). Apos este procedimento, a membrana incubada com
anticorpo primario especifico (anti-BDNF, Sigma, SAB2108004, 1:2.000; anti-JUN,
Sigma, SAB4300305, 1:2000; anti-GFAP, Sigma, SAB4300647, 1:5.000; anti-DAT,
proteintech, #22524-1-ap, 1:2.200; anti-DARPP p-Thr 34, Cell Signaling, 2304,
1:1.000; anti-DARPP p-Thr 75, Cell Signaling, 2301, 1:1.000; e anti- beta actina,
Thermo, AM4302, 1:20.000) diluido em BSA 0,5% em TBS-T, over night (4°C). Apo6s
consecutivas lavagens com TBS-T, a mesma foi incubada com anticorpo secundario
conjugado com HRP apropriado (anti-rabbit HRP, Invitrogen, 31460, 1:25.000;
anti-mouse HRP, Chemicon, AP126P; 1h; temperatura ambiente). Por fim, apds
novas lavagens, o complexo antigeno-anticorpo formado foi revelado com o sistema
de deteccao ECL (SuperSignal West pico, 34580, Thermo, EUA) com detecgao pelo
equipamento Amersham Imager 600 (GE Healthcare, Reino Unido). A analise da

densitometria das bandas foi realizada com o software ImagedJ, em duplicata.
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3.10 ANALISE ESTATISTICA

A distribuicdo dos dados obtidos foi verificada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Os resultados com distribuicdo normal foram analisados
através do software GraphPad Prism, por analise de variancia (ANOVA) de uma via,
com pos-teste de Tukey ou duas vias, com teste post hoc de Bonferroni, conforme
os fatores analisados, sendo esses: lesdo e infusdo no teste de campo aberto; lesédo
e compartimento no teste de discriminagao olfatéria e, lesdo e tempo na IHQ. Por
outro lado, quando reprovados no teste de normalidade, os dados foram analisados
pelo teste de Kruskal-Wallis com teste post hoc de Dunn, através do mesmo
software. Por fim, foi calculado o coeficiente de correlagédo de Pearson (r) , para
verificar relagdes entre os parametros histolégicos e comportamentais. Todos os
resultados sao apresentados em inglés para padronizacdo e valores foram

expressos como meédia + S.E.M.
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4 RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO 1

A populagao de neurbnios dopaminérgicos TH imunorreativos (TH-ir) na SNpc 7
e 14 dias apés a injegcdo de 6-OHDA no MFB pode ser observada na figura 5. A
neurotoxina promoveu uma reducao significativa na densidade de neurdnios TH-ir
em relagéo ao grupo Sham, sendo de 35% (P<0,05) em 7 dias e 41% (P<0,01) em
14 dias, demonstrando que o protocolo adotado foi eficiente em produzir uma lesao
sustentada, desta populagdo de neurdnios dopaminérgicos [Fss0(1,13) = 27,6900,
p= 0.002]. Por outro lado, ndo houve diferenga entre os grupos 6-OHDA em 7 e 14
dias [Fiempo(1,13) = 0,3624, p= 0.5575], evidenciado desta forma, a irrelevancia do
fator tempo, portanto, indicando a constancia do padrdo da lesdo, uma vez que
tenha sido induzida [Fineraca0(1,13) = 0,4553, p= 0.5117]. Assim, o time point de 7 dias

foi escolhido para a infusdo das DPSC nos experimentos seguintes.
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7 days after MFE inje ction

14 days after MFE injection

E SNpc TH-ir neurons
* %
.S = SHAM
100 * mm 6-OHDA
— |
754

% of control
(&,
o
1

7 days 14 days

Figura 5. REDUCAO DE TH-ir NA SNpc 7 E 14 DIAS APOS A INFUSAO DE 6-OHDA. Os painéis A e
B mostram imagens representativas da SNpc de animais 7 dias ap6s a infusdo de salina e 6-OHDA,
respectivamente. Os resultados apds 14 dias sao representados nos painéis C e D. O painel E mostra
a densidade o6tica dos neur6nios TH-ir para os quatro grupos. n= 4-5; ANOVA de 2 vias e pds-teste de
Bonferroni; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. FONTE: A Autora (2022)
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4.2 EXPERIMENTO 2

4.2.1 Analise de sobrevivéncia celular

A sobrevivéncia das células apos a infusdo foi analisada através da infusao
de uma amostra (n=1) de DPSC previamente transduzidas para expressar a enzima
luciferase. Desta maneira foi possivel verificar ndo apenas a localizagédo das células,
como também se estas se encontravam metabolicamente ativas. Como esperado,
nao foi possivel observar sinal bioluminescente no grupo Sham e 6-OHDA/veiculo, ja
que estes grupos receberam apenas solugao salina no momento da infuséo (figura
6). Por outro lado, as células infundidas apresentaram elevados niveis de
bioluminescéncia mesmo seis dias apdés a lesdo, evidenciando que as DPSC e

n-DPSC permaneceram viaveis no local de suas infusdes.
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SHAM 6-OHDA/ VEHICLE

Figura 6. SOBREVIVENCIA DAS CELULAS APOS INFUSAO. As DPSC induzidas e n&o induzidas
se metabolicamente ativas até 6 dias apés a infusdo (n=1). FONTE: A Autora (2022)

4.2.2 Campo aberto

A andlise do comportamento dos animais foi realizada antes e apods a
infusdo das DPSC e os resultados s&o apresentados na figura 7. Como esperado,
previamente a infuséo, todos os grupos tratados com 6-OHDA apresentaram uma
reducéo significativa na porcentagem do indice de locomogao em relagdo ao grupo
Sham (P < 0,05) [Fiesz0(3,64)=5,569; p=0,0019]. Apds o tratamento com a infusédo de

células tronco [Fiusso(1,64)=5,305; p=0,0245], estas reducdes foram abolidas nos
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grupos 6-OHDA/n-DPSC (P > 0,9999) e 6-OHDA/DPSC (P > 0,9999) . De forma
muito relevante, o grupo 6-OHDA/n-DPSC mostrou um aumento significativo
(P<0,001) na porcentagem do indice de locomogéo, comparado a ele mesmo antes
da infusdo das células. Desta maneira, é possivel perceber que a infusdo de DPSC
e n-DPSC foi capaz de reverter o prejuizo motor causado por 6-OHDA
[Finteragzo(3,64)=3,59; p=0,0181].

wox [ SHAM
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Figura 7. EFEITO DA INFUSAO DAS DPSC NO COMPORTAMENTO MOTOR. A infusdo de DPSC e
n-DPSC foi capaz de reverter o prejuizo motor induzido pela toxina 6-OHDA. n= 11 n-DPSC e n=19
nos demais grupos. ANOVA de 2 vias com medidas repetidas e pos-teste de Bonferroni; *P < 0.05,
**P <0.01, ***P <0.001. FONTE: A Autora (2022)

4.2.3 Teste de discriminagao olfatdria

A olfagdo foi analisada através do teste de discriminagdo olfatéria e os
resultados estdo apresentados na figura 8. Previamente a infusdo das células, como
esperado, o grupo Zicam nao foi capaz de diferenciar o odor familiar do ndo familiar
(P > 0,9999), ja que este grupo representa o controle positivo para a anosmia. Ainda
que de forma contraintuitiva, tal perfil de exploragdo foi reproduzido também pelo
grupo SHAM (P = 0,2134), enquanto todos os grupos que receberam 6-OHDA
demonstraram preferéncia por um dos compartimentos (P > 0,01). A analise ANOVA
mostrou significancia para o fator compartimento [Fompartimento(1,178) = 36,02; p
=0,0024], mas nao para o fator leséo [Fess0(4,178) = 0,0026; p>0,9999], embora haja
uma interag&o significativa entre ambos [Fineracao(4,178) = 4,31; p=0,0024].
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Detectamos que os animais do grupo Sham apresentaram uma preferéncia
de exploragdo pelo compartimento familiar (P<0,05) [Fgompartimento(1,172) = 54,65; p
<0,0001], ao passo que o grupo tratado com zicam demonstrou o esperado perfil de
anosmia (P=0,1113). Além disso, os grupos 6-OHDA/veiculo e 6-OHDA/DPSC
apresentaram, respectivamente, um aumento significativo (P<0,001) e (P<0,001) de
exploracdo do compartimento com odor familiar. Em contrapartida, o grupo
6-OHDA/n-DPSC nao demonstrou uma preferéncia olfatéria por nenhum dos
compartimentos (P=0,1227), conforme indicado pelos valores de ANOVA
[Flesz0(4,172) = 0,0028; p>0,9999] € [Firteracan(4,172) = 1,273; p=0,2827].
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Figura 8. EFEITO DA INFUSAO DAS DPSC NA OLFACAO. A 6-OHDA n3o foi capaz de gerar
prejuizo olfatério nos animais (A), por outro lado, apés a infusdo de n-DPSC os animais foram
incapazes de diferenciar os odores (B). n= 18-28 por grupo. ANOVA de 2 vias com medidas repetidas
e pos-teste de Bonferroni; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. FONTE: A Autora (2022)

4.2.4 Imuno-histoquimica

A IHQ para TH teve como principal objetivo investigar o papel das DPSC
sobre a sobrevivéncia dos neurbénios dopaminérgicos na SNPC e os resultados
estdo sumarizados na figura 9. Como esperado, o grupo sham apresentou o0s
maiores niveis de densidade TH-ir (painel A). Tais niveis foram drasticamente
reduzidos (P<0,001) no grupo 6-OHDA/Veiculo (painel B). Por outro lado,
detectamos um importante aumento significativo na densidade neuronal
dopaminérgica dos grupos 6-OHDA/DPSC (P<0,01) e 6-OHDA/n-DPSC (P<0,01),
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quando comparados ao grupo 6-OHDA/veiculo [F(3,15)=22,42; p <0,0001].
Entretanto, é importante salientar que estes aumentos de densidade neuronal foram
parciais, a luz da comparagdo com o grupo sham, que ainda se mostrou como
apresentando maior densidade neuronal (P<0,01) e (P<0,01) em comparagao a

ambos 0s grupos experimentais.
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Figura 9. EFEITO DA INFUSAO DAS DPSC NA SOBREVIVENCIA DE NEURONIOS TH-ir. A infuséo
de DPSC e n-DPSC foi capaz de promover a sobrevivéncia parcial de neurdénios TH-ir (painel E) Os
painéis A, B, C, D mostram micrografias representativas da SNpc de animais dos grupos sham,
6-OHDA/Veiculo, 6-OHDA/ DPSC e 6-OHDA/n-DPSC, respectivamente. n= 4-5 por grupo. ANOVA de
1 via com pés-teste de Tukey.*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. FONTE: A Autora (2022)



49

4.2.5 Correlagao Neurdnios dopaminérgicos na SNpc e indice de locomogao

Através do teste de correlagdo de Pearson observou-se uma correlagéao
positiva moderada (r = 0,62; p = 0,006) entre a densidade de TH-ir na SNpc dos
animais e o indice de locomogéao pés-infusao dos mesmos (figura 10).
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Figura 10. CORRELACAO ENTRE TH-ir NA SNpc E INDICE DE LOCOMOGCAO. A correlagdo
positiva demonstra que niveis de densidade TH-ir mais elevados correlacionam-se com maiores
indices de locomogao. Correlagdo de Pearson. FONTE: A Autora (2022)

4.2.6 Western blot

4.2.6.1 GFAP

A infusdo de 6-OHDA foi capaz de promover um aumento (P<0,05) na
expressao da proteina acida fibrilar glial (GFAP) na SNpc (figura 11, A) , mas apenas
em relagao ao grupo 6-OHDA/n-DPSC [F(3,23)=2,973 p= 0,0528]. Por outro lado, ao
analisarmos a expressao de GFAP no BO (figura 11, B), detectamos uma elevagéo
(P<0,05) de seus niveis no grupo 6-OHDA/veiculo em relagdo ao grupo SHAM
[F(3,22)=2,830 p= 0,0619]. Por fim, ndo foram observadas diferencas significativas
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de expressdo de GFAP no ST dos diferentes grupos testados (figura 11, C)
[F(3,23)=0,8594 p=0,4761].
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Figura 11. EXPRESSAO DE GFAP. A injegdo de 6-OHDA promoveu o aumento na expresséo de
GFAP na SNpc (A) e no BO (B) de animais que receberam apenas 6-OHDA e veiculo. n= 6-7 por
grupo. ANOVA de 1 via com pés-teste de Tukey. *P < 0.05, **P < 0.01, **P < 0.001. FONTE: A
Autora (2022)

4.2.6.2 BDNF

Nao foram observadas diferencas nos niveis de expressdo do fator
neurotréfico cerebral (BDNF) na SNpc (figura 12, A) [F(3,24)=0,9718 p= 0,4223] e no
ST (figura 12, C) [F(3,23)=0,4623 p= 0,7113]. Por outro lado, no BO, observou-se a
elevacdo dos niveis de expressao desta proteina no grupo 6-OHDA/veiculo em
relagdo ao grupo sham (p=0,06) (figura 12,B), assim como no grupo
6-OHDA/n-DPSC (P<0,05) [F(3,21)=4,6350 p= 0,0122].
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Figura 12. EXPRESSAO DE BDNF. Aumento significativo nos niveis de expressdo de BDNF no BO
promovido pela infusdo de n-DPSC (B). n= 6-7 por grupo. ANOVA de 1 via com pés-teste de Tukey.
SN: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. FONTE: A Autora (2022)

4.2.6.3 JUN

A infusdo de DPSC na SNpc promoveu a redugao significativa da expressao
de JUN no ST em relagdo ao grupo sham (P <0,05) [F(3,21)=3,3180 p= 0,0396]
(figura 13, C). Por outro lado, ndo foi possivel observar alteragcbes na expressao
dessa proteina na SNpc (figura 13, A) [F(3,23)=0,5885 p= 0,6300] e no BO (figura
13, B) [F(3,22)=0,8066 p= 0,5037] dos animais.
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Figura 13. EXPRESSAO DE JUN. O painel C demonstra um aumento significativo nos niveis de
expressdo de JUN no corpo estriado dos animais SHAM. n= 6-7 por grupo. ANOVA de 1 via com
p6s-teste de Tukey. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. FONTE: A Autora (2022)
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4.2.6.4 DAT

A analise dos niveis de DAT foi dividida conforme seu peso molecular e
provavel modificagdo pos-traducional de glicosilagdo. Neste caso, o DAT néo
glicosilado apresenta-se com peso molecular de aproximadamente 50 kDa,
enquanto a forma glicosilada possui cerca de 80 kDA. Adicionalmente, foi realizada
a razao entre estas duas formas, visando avaliar a eficiéncia na recaptacao
dopaminérgica.

Na figura 14, painéis A, B e C, sédo representados os dados referentes a
expressdo de DAT nao glicosilado em que é possivel se observar um aumento
significativo de sua expressao (P<0,05) no BO (figura 14, painel B) de animais do
grupo 6-OHDA/DPSC em relagdo ao grupo sham [F(3,21)=3,3630 p= 0,0380]. Nao
foram observadas diferengas quanto a expressédo da forma nao-glicosilada na SNpc
(figura 14, A) [F(3,24)=0,1894 p= 0,9026] e ST (figura 14, C) [F(3,23)=0,3156
p=0,8140] dos animais. Ja no painel D, evidencia-se o aumento significativo
(P<0,05) de expressdo da forma glicosilada na SNpc de animais do grupo
6-OHDA/Veiculo quando comparados a todos os outros grupos [F(3,23)=4,0420 p=
0,0191]. Por outro lado, ndo foram observadas diferengas na expressao dessa forma
no BO (figura 14, E) [F(3,22)=0,2552 p= 0,8568] e ST (figura 14, F) [F(3,23)=0,0959
p= 0,9615]. Por fim, embora tenhamos detectado as alteragcbes aqui descritas, néo
houve diferenga estatistica, nos grupos testados, quanto a razao DAT glicosilado/n&o
glicosilado [SN: F(3,23)= 0,7283 p= 0,5456; BO: F(3,22)=2,4130 p= 0,0953 e ST
[H(4) = 1,45, P = 0,6900), conforme sumarizado nos painéis G, H e |.
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Figura 14. EXPRESSAO DE DAT GLICOSILADO E NAO GLICOSILADO. O painel B mostra o
aumento nos niveis de expressdo de DAT n&o glicosilado no bulbo olfatério de animais apds a infusédo
de DPSC. No painel D é possivel observar o aumento da forma glicosilada na SNpc de animais
6-OHDA/veiculo. Nao houve diferengas significativas na razdo DAT glicosilado : ndo glicosilado
(painéis G, H e I). ANOVA de 1 via com pos-teste de Tukey e Teste de Kruskal-Wallis com pés-teste
de Dunn (Raz&o DAT 80:50 ST); *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. FONTE: A Autora (2022)

4.2.6.5 DARPP-32

A fosfoproteina regulada por dopamina e AMPc de 32k Da (DARPP-32) tem
sua fungao alterada conforme seu estado de fosforilagdo. Na figura 15, painel A, é
identificada a ocorréncia de uma redugéo significativa nos niveis de p-Thr 34 DARPP
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32 na SNpc de animais do grupo 6-OHDA/n-DPSC em relagdo aos grupos sham
(P<0,05) e 6-OHDA/Veiculo (P<0,05), mas ndo em relagao ao grupo 6-OHDA/DPSC
[F(3,24)=4,0700 p= 0,0180]. Nao foram observadas diferengas nos niveis de
expressado dessa proteina BO (figura 15, B) [F(3,22)=1,7420 p= 0,1876] e no ST
(figura 15, C) [ F(3,23)=1,1670 p= 0,3438] dos animais.

Por outro lado, houve uma redugéo na forma p-Thr 75 DARPP 32 no ST
desse mesmo grupo de animais em relagdo aos grupos sham (P< 0,05),
6-OHDA/Veiculo ( P< 0,05) e 6-OHDA/DPSC (P < 0,01) (figura 15, F). Por fim, ndo
foram observadas diferengas significativas nos niveis de expressao dessa forma na
SN (figura 15, D) [SN: F(3,23)=0,3800 p= 07663] e BO (figura 15, E) [F(3,22)=0,2792
p= 0,8398] .
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Figura 15. EXPRESSAO DE DARPP-32 p-THR 34 E p-THR 75. A infusdo de n-DPSC foi capaz de
promover a redugdo nos niveis de expressdo de DARPP-32 p-Thr 34 na SNpc (A) e aumentar os
niveis de DARPP-32 no ST (F).*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. FONTE: A Autora (2022)
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5 DISCUSSAO

Nos ultimos anos o uso da neurotoxina 6-OHDA no MFB tem ganhado
destaque como modelo animal da DP, sendo capaz de mimetizar manifestacoes
classicas da doenca(ZENG; GENG; JIA, 2018). No presente estudo foi possivel
observar que, 7 dias apés sua infusdo no MFB, esta neurotoxina foi capaz de
promover a morte de aproximadamente 35% dos neurdnios dopaminérgicos da
SNpc em relagdo ao grupo sham. Esta porcentagem se mostra similar aquela
encontrada trés semanas apds a administragao bilateral de 6ug de 6-OHDA feita por
Drui et al. (2014), embora neste caso nao tenham sido observados prejuizos
motores. Em contrapartida, assim como evidenciado em nosso estudo, Ma et al.
(2014) observaram este prejuizo 7 dias apos a infusdo unilateral da toxina.

Os disturbios ndo-motores da DP costumam se manifestar anos antes dos
sintomas motores (JANKOVIC; TAN, 2020), sendo a olfagdo talvez a primeira
alteragao pré-motora a se manifestar (BRAAK et al., 2003). Como ja demonstrado
por membros de nosso laboratério (ILKIW et al., 2019; RODRIGUES et al., 2014),
modelos da DP induzidos por 6-OHDA sao capazes de mimetizar este prejuizo.
Entretanto, no presente trabalho, embora o controle positivo para anosmia (Zicam)
tenha se mostrado eficiente, ndo foi observado prejuizo olfatério decorrente da
administracdo de 6-OHDA, possivelmente ocasionada pelo prejuizo motor
apresentado por estes animais ou mesmo por fatores externos a capacidade de
discriminagdo em si. Além do impacto das diferengas interindividuais quanto a
preferéncia pelo compartimento neste tipo de teste, é possivel encontrar na literatura
uma grande variabilidade quanto ao tempo de habituagdo precedente ao teste
(AURICH et al., 2017; CASTRO et al., 2012; ILKIW et al., 2019; MORAIS et al.,
2018; RODRIGUES et al., 2014; SINGSAI et al., 2015), podendo afetar diretamente
o perfil de exploracdo dos animais no periodo de teste. Dessa maneira, se mostra
necessaria a implementacdo de adaptagdes no procedimento adotado, bem como
de testes complementares que elucidem a capacidade olfativa dos animais. Apesar
disso, outros estudos demonstram que as DPSC sao capazes de melhorar este
aspecto em modelos animais da doenga quando administradas via intranasal
(SIMON et al., 2019) e intratecal (GNANASEGARAN; GOVINDASAMY; SIMON; et
al., 2017).
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As manifestagdes motoras da DP s&o consideradas classicas (KALIA; LANG,
2015) e podem ser mimetizadas através do uso de modelos animais induzidos por
neurotoxinas como a 6-OHDA (ZENG; GENG; JIA, 2018). No presente estudo, estas
manifestacdes foram demonstradas através da redugao, em relagéo ao grupo sham,
do indice de locomogao dos animais 7 dias apds a administracdo de 6-OHDA.
Entretanto, apdés a infusdo das DPSC diferenciadas e nao diferenciadas
demonstrou-se um impacto positivo no prejuizo motor gerado pela neurotoxina,
através da reversdao do indice de locomogado para niveis estatisticamente
indiferenciaveis do grupo sham. Este potencial de restabelecimento motor foi
demonstrado anteriormente na literatura através da infusdo das DPSC
indiferenciadas em modelo da DP induzido por MPTP (GNANASEGARAN;
GOVINDASAMY; SIMON; et al., 2017), n-DPSC e DPSC em modelo unilateral
induzido por 6-OHDA (FUJII et al., 2015; ZHANG et al., 2018) e até mesmo pela
administragdo do meio condicionado destas células em modelo induzido por
rotenona (CHEN, Yong-Ren et al., 2020).

As manifestacbes motoras da DP relacionam-se diretamente com a
caracteristica morte dos neurdnios dopaminérgicos da SNpc, tornando-se evidentes
quando ha uma perda de 50-70% destes (SIMON et al., 2019). No presente trabalho,
esta redugado nos niveis de neurdnios TH-ir na SNpc atingiu niveis proximos a 52 %
no grupo 6-OHDA/veiculo. Por outro lado, a infusdo de DPSC, de forma
independente ao seu estado de diferenciacdo, foi capaz de promover a
sobrevivéncia destes neurbnios. Resultado muito préximo ao encontrado por Fujii et
al. (2015), em que embora as n-DPSC se mostraram mais eficientes na recuperagao
dos niveis de DA, foram similares as DPCS quanto a recuperacdo dos neurdnios
TH-ir. Esta similaridade pode estar relacionada a ja relatada possibilidade de
diferenciagdo in loco, em neurdnios, das células enxertadas , incluindo neurénios
dopaminérgicos (ZHANG et al., 2018). Além disso, foi possivel detectar uma
correlacdo estatistica positiva entre os niveis de TH-ir na SNpc e o indice de
locomogédo, evidenciando o papel destes neurdnios no comportamento motor,
resultado similar ao encontrado por (GNANASEGARAN; GOVINDASAMY; SIMON;
et al., 2017). Os achados imuno-histoquimicos sdo corroborados pela analise de
sobrevivéncia celular, que demonstra nao s6 a localizagdo dos enxertos, como

também o fato de que estas células se encontram metabolicamente ativas.
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Como revisado por Xiao et al. (2017) , Luo et al. (LUO et al., 2018), Yamada et
al. (2019) e Sharma et al. (SHARMA et al., 2022) inumeros s&o 0s mecanismos
envolvidos na sobrevivéncia neuronal e melhora dos sintomas motores
proporcionados pelas DPSC. Visando identificar alguns destes possiveis
mecanismos, a analise da expressdo de algumas proteinas relevantes ao
funcionamento do sistema dopaminérgico foi realizada.

A neuroinflamagdo representa uma complexa e dindmica resposta na
etiologia da DP (KALIA; LANG, 2015). Uma resposta classica a injurias no sistema
nervoso central é a ativacdo dos astrécitos, que assumem, como mecanismo de
defesa, um perfil de hipertrofia e aumento na expressdo de filamentos
intermediarios, como a GFAP (CALI et al., 2016; SHAN; LONG; QIU, 2018). Neste
trabalho mostrou-se a elevacao dos niveis de GFAP ndo apenas na SNpc de
animais que receberam 6-OHDA, como também no BO dos mesmos, sendo superior
aquela encontrada nos grupos que receberam as n-DPSC. Em concordancia com
nossos resultados, outros estudos na literatura também demonstram elevados niveis
de astrogliose no bulbo olfatério em modelos animais (FLORES-CUADRADO et al.,
2019) e pacientes com DP (FLORES-CUADRADO et al., 2021). Ja o papel das CTM
na modulacdo dos niveis de expressdo de GFAP também foi evidenciada por Meligy
et al. (2019), que ao administrar CTM derivadas de tecido adiposo em modelo da DP
induzido por rotenona, demonstrou que essas sao capazes de reduzir a expressao
desta proteina quando comparada ao grupo veiculo. Adicionalmente, Gnanasegaran
et al (2017) demonstrou, em um estudo in vitro, que a exposig¢ao a toxina MPTP leva
ao aumento da ativacdo microglial e consequente aumento de fatores
pro-inflamatérios, que sdo modulados quando em co-cultura com DPSC. Estudos
demonstram que a ativagdo da micrdglia costuma preceder a astrogliose (NA et al.,
2010), com evidéncia de ocorréncia na SNpc e ST de pacientes com PD (BRAAK;
SASTRE; DEL TREDICI, 2007) e em modelos animais (GU et al., 2010). Embora
usualmente os astrocitos exercam funcdes importantes no suporte metabdlico,
reparo tecidual e manutengdo da permeabilidade da Barreira hematoencefalica e
fluxo sanguineo, (MESSING; BRENNER, 2020; PAJARES et al, 2020) sua
morfologia e expressdo génica € alterada quando esses passam pelo processo de
ativacao, podendo levar a secrecao de fatores neurotréficos que promovem a morte
de neurbnios e oligodendrécitos (PAJARES et al., 2020). Adicionalmente, niveis

elevados de diferentes isoformas de GFAP podem ser associados com o
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comprometimento da fungao astrocitaria e indugao da agregacéao de proteinas (LIN
et al., 2021).

Outro fator relevante a ser considerado € o potencial das DPSC na modulacao
de fatores neurotréficos. O BDNF é uma neurotrofina crucial para a sobrevivéncia,
sinalizagéo e plasticidade celular, também sendo associada com a fungdo emocional
e cognitiva (RANA et al., 2021). Nesti et al (2011), em um estudo in vitro, evidenciou
o papel do BDNF no efeito neuroprotetor das DPSC, ja que o bloqueio deste fator
neurotréfico extinguiu tais efeitos. No presente trabalho, observou-se que os maiores
niveis de BDNF no BO gerados pela infusdo de 6-OHDA, n&o foram revertidos pela
infusdo de n-DPSC, mas mantiveram-se reduzidos no grupo 6-OHDA/DPSC. Tais
resultados vao em concordancia com aqueles encontrados por Deng et al. (2021) e
podem ser explicados pelo fato de que, ao serem submetidas ao processo de
diferenciagdo, as n-DPSC passam a expressar ndo somente maiores niveis de
BDNF, como também de GDNF e HGF (FUJIl et al., 2015). Embora nossos
resultados ndo demonstrem alteragdes significativas nos niveis dessa proteina na
SNpc e ST, outros estudos relatam tanto a elevagédo de BDNF (LANGLEY et al.,
2021), como sua redugdo (CAMPELO et al., 2017; JANAKIRAMAN et al., 2017) no
ST, tal discrepancia ressalta a necessidade de mais estudos quanto ao papel desta
neurotrofina em diferentes estruturas encefalicas relacionadas com a DP .

Por outro lado, a proteina JUN, € um proto-oncogene, parte da superfamilia
da proteina ativadora 1 (AP-1). O complexo AP-1 atua diretamente na transcrigdo
proteica e, usualmente, é formado por homodimeros das proteinas da familia JUN
ou heterodimeros JUN-FOS (PAPAVASSILIOU; MUSTI, 2020). Quando formados,
estes dimeros estdo envolvidos nos processos de proliferacdo, diferenciagao,
migracgao, inflamacao e apoptose. Entretanto, suas funcbes exatas podem variar
conforme seus estados de modificacdo pos-traducional e formacdo do dimero
(PAPAVASSILIOU; MUSTI, 2020; TSIAMBAS et al., 2020). Nossos resultados
demonstram uma redugao significativa nos niveis de JUN no ST dos animais apds a
infusdo de DPSC. Tal resultado se mostra promissor, visto que estudos prévios
demonstram uma elevagdo na expressdo de JUN em neurdnios dopaminérgicos
pigmentados em tecido post mortem de pacientes com PD (HUNOT et al., 2004),
sugerindo seu possivel envolvimento com a patogénese da doencga. Adicionalmente,
evidéncias demonstram que a ativagdo desta proteina através da sua fosforilagéo,

esta relacionada com a morte neuronal em modelos da doenca de Alzheimer
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(OKAZAWA; ESTUS, 2002) e da DP induzido por MPTP (HU et al., 2019) e 6-OHDA
(CHEN, X. Y. et al., 2007). Por outro lado, YUAN et al., (2009) relata que a proteina
JUN pode ter papéis opostos na mediacdo da morte neuronal conforme sua
composi¢gao dimérica. Neste contexto, a indugdo da apoptose neuronal estaria
envolvida com uma elevagcdo nos niveis do heterodimero c-JUN/ATF2 e uma
reducdo da expressado de c-FOS (YUAN et al., 2009). Dessa maneira, uma analise
mais aprofundada, incluindo outros componentes do complexo AP-1, bem como seu
estado de fosforilacdo, seria fundamental para elucidar o papel das DPSC na
expressao destas proteinas.

Por fim, a analise das proteinas DAT e DARPP-32 é capaz de evidenciar
alguns aspectos da influéncia da infusdo das DPSC na atividade dopaminérgica. A
proteina de membrana DAT atua como modulador dos niveis de DA através do seu
transporte do espacgo extracelular para o interior do neurénio (JAYARAMAYYA et al.,
2020). O seu estado de (glicosilacdo é capaz de alterar a estabilidade do
transportador na membrana, bem como na eficiéncia da recaptagdo de DA. A
remogao dos sitios de glicosilagdo impacta diretamente no peso molecular do DAT,
resultando em uma proteina de aproximadamente 50 kDA, contra aproximadamente
80 kDa da proteina glicosilada (LI et al., 2004). Embora estudos relatem uma
deplecdo nos niveis de DAT associados com a DP (BRUCKE; BRUCKE, 2022;
IKEDA et al., 2019; LIU et al., 2020; PALERMO; CERAVOLO, 2019), no presente
trabalho observou-se uma elevagao nos niveis de expressédo de DAT glicosilado na
SN decorrente da administracdo da neurotoxina 6-OHDA. Tal aumento dos niveis de
glicosilacao pode ser relacionado com um mecanismo compensatorio, visando uma
reciclagem da DA disponivel, possivelmente reduzida devido a morte dos neurdnios
dopaminérgicos da regido, um padrao ja previamente relatado na literatura por
Churchill et al. (2017), Sconce et al. (2015) e Xu et al. (2019).

Por outro lado, nossos resultados também demonstram uma elevacdo dos
niveis de DAT né&o glicosilado no BO dos animais apos a infusdo das DPSC.
Tillerson et al. (2006) demonstra que o nocaute desses transportadores € suficiente
para gerar disturbios olfatérios em camundongos, visto que o bulbo olfatério, em sua
camada glomerular, possui uma populagdo de neurdnios dopaminérgicos
conhecidos como interneurdnios, que s&o responsaveis por desempenhar uma agao
inibitéria sobre os neurbénios receptores olfatérios e células mitrais e tufosas
(BRUNERT: ROTHERMEL, 2021; MUNDINANO et al., 2011). Em modelos animais
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da DP, estes neurdnios encontram-se elevados e possivelmente, envolvidos com os
disturbios olfatorios encontrados na doencga (ILKIW et al., 2019; RODRIGUES et al.,
2014), porém ainda sédo necessarios estudos aprofundando o papel da glicosilagéo
de DAT no contexto da DP.

Por outro lado, a infusdo de n-DPSC proporcionou alteragées significativas na
expressdo da proteina DARPP-32. Esta proteina desempenha um papel dual na
sinalizagao dopaminérgica, variando conforme seu estado de fosforilagdo. (NISHI et
al., 2000). Enquanto desempenha seu papel através de receptores D1, a DA
promove a ativagdo da proteina quinase dependente de AMPc (PKA) e a cascata
mediada por esta. Entre outros pontos importantes, a PKA é capaz de promover a
fosforilagdo da Treonina 34 presente na proteina DARPP-32, que entdo atua como
um potente inibidor da fosfatase 1, prevenindo a desfosforilacdo de proteinas
envolvidas na cascata de sinalizacdo da PKA e amplificando seus efeitos. De forma
antagbnica, a DARPP-32 pode ser fosforilada na treonina 75 pela quinase
dependente de ciclina 5 (CDK5). Quando isto ocorre, a DARPP-32 passa a ter
efeitos inibitérios na cascata gerada pela PKA (GIRAULT, GREENGARD, 2004;
NISHI et al., 2000; WALAAS et al., 2011). Aqui encontramos uma redugao de p-Thr
34 DARPP-32 na SNpc e um aumento de p-Thr 75 DARPP-23 no ST de animais
submetidos a infusdo de n-DPSC. Em conjunto, estes resultados podem ser
relacionados com reducdo da atividade excitatéria da SNpc e um aumento da
inibigho da atividade estriatal. Estudos demonstram uma grande capacidade
adaptativa nos niveis de fosforilagdo desta proteina frente a injurias, com elevacgéao
nos niveis de p-Thr 75 DARPP-32 no ST apds o uso de neurotoxinas como a
6-OHDA (YUSTE et al., 2012) e o MPTP (YABUKI et al., 2014) e frente a deplegao
dos niveis de dopamina (BROWN; DEUTCH; COLBRAN, 2005), porém com
alteragbes variaveis quanto aos niveis de p-Thr 34 DARPP-32 e niveis totais de
DARPP-32. Dessa forma, os resultados aqui encontrados podem representar uma
resposta adaptativa do sistema dopaminérgico frente a infusdo das DPSC
diferenciadas em neurbnios. Embora esta adaptacdo ndo tenha impactado no
resgate do prejuizo motor induzido pela neurotoxina ou na recuperagado dos niveis
TH-ir na SNpc deste grupo, ainda se faz necessaria uma melhor exploragdo dos
demais componentes envolvidos nesta cascata de sinalizagdo, visando explorar

melhor esse possivel ponto limitante do uso das DPSC.
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Em sintese, nossos dados demonstram que a infusdo de DPSC, mas nao de
n-DPSC em modelo animal da DP é capaz de evitar o prejuizo olfatério, enquanto
ambas, independente do seu estado de diferenciacdo, promovem melhorias no
déficit motor dos animais, bem como a sobrevivéncia de neurénios dopaminérgicos
na SNpc e podem impactar na expressao de diversas proteinas envolvidas no

metabolismo dessas células.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente estudo buscou avaliar os efeitos da infusdo de células-tronco
derivadas da polpa dentaria, induzidas e nao induzidas a diferenciagdo em
neurénios, em modelo animal da DP induzido por 6-OHDA. Primeiramente,
observou-se que a infusdo de 6-OHDA no MFB é capaz de promover uma lesao
retrograda com morte de neurdnios dopaminérgicos na SNpc que se mantém estavel
7 e 14 dias apds sua indugcdo. Também foi possivel observar que o modelo animal
utilizado foi capaz de mimetizar as classicas manifestagdes motoras da DP, porém
nao produziu prejuizo olfatério nos animais. Adicionalmente, observa-se que a
intervencdo com DPSC se mostrou eficiente na redugcdo dos prejuizos motores
induzidos pela toxina, com uma sobrevivéncia do enxerto ao longo dos dias e
reducao parcial da morte dos neurdnios TH-ir na SNpc, com uma correlagao positiva
entre estes dois parametros. Além disso, as DPSC mostraram-se capazes de
interferir na expressao de diversas proteinas relacionadas com a sinalizagao
dopaminérgica, sobrevivéncia, plasticidade e regeneragéao celular.

Por fim, em estudos futuros, espera-se investigar com mais detalhes os
mecanismos moleculares por quais as DPSC exercem seus efeitos, analisar o
impacto destas células diretamente nos niveis de dopamina e testar novas
estratégias de administracao destas, visando uma maior possibilidade de uso clinico

futuro.
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