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RESUMO

Sabe-se que o inicio da doenca de Parkinson (DP) ndo ocorre com a perda da
projecdo dopaminérgica no estriado pela substancia nigra, como é classicamente
definida. Outras estruturas sdo comprometidas previamente, apresentando um
padrdo evolutivo especifico, permitindo a divisdo em estdgios. Neste contexto
diversas alteracdes que antecedem o0s sintomas motores, sdo apontados como
possiveis indicadores desta doenca, que incluem disfuncées olfatorios e distlrbios
comportamentais do sono REM. O estudo destas variaveis possibilita a antecipacéo
do diagndstico e o surgimento de novas estratégias terapéuticas. Os disturbios
olfatérios podem ser considerados um dos seus fatores de risco, sendo
encontradas em fases iniciais da doenca. As altera¢cdes do sono, principalmente
sono REM, sdo também apontados como sinais prodrémicos para DP. Tendo
grande importancia devido sua especificidade elevada. As bases fisioldgicas para
estas disfuncdes na doenca de Parkinson ainda ndo foram totalmente esclarecidas,
este estudo tem como objetivo investigar os efeitos isolados ou sinérgicos
produzidos pela privacdo do Sono Paradoxal e da lesdo da via nigroestriatal,
produzida pela infusdo da neurotoxina Rotenona em ratos Wistar, sobre o
desempenho olfatério. A administracdo da neurotoxina na substancia negra se deu
por cirurgia estereotaxica, os sham receberam apenas veiculo Dimetilsulfoxido
(DMSO). Os testes comportamentais foram aplicados antes, apos a privacao de
sono paradoxal (PSP) e apds o periodo rebote. Os resultados mostram que a leséo
da via nigroestriatal (perda neuronal de 30%) foi capaz de gerar prejuizos ao
desempenho olfatério, sem alterar o comportamento motor no periodo avaliado. A
PSP, nos dois diferentes tempos, foi capaz de produzir efeitos deletérios no
desempenho olfatério dos ratos, porém em menor magnitude quando comparado
ao efeito da diminuicdo de neurénios dopaminérgicos na substancia negra. O sono
rebote foi capaz de reverter o prejuizo no teste de discriminacdo com odor familiar.
Houve aumento da motricidade apenas apos PSP de 48 h para o grupo sham
indicando hipersensibilidade de receptores dopaminérgicos.

Palavras-chave: doenca de Parkinson; discriminacao olfatéria; sono REM; sinais
prodrémicos.



ABSTRACT

It is known that the onset of Parkinson's disease (PD) occurs before the loss of
dopaminergic projections to the striatum, as classically defined. Other structures are
compromised previously, with a specific evolutionary pattern, allowing the division
into stages. In this context several changes that precede motor symptoms are
regarded as possible prodromal indicators of this disease, including olfactory
dysfunction and REM sleep behavioral disorder. The study of these variables
enables the anticipation of new diagnostic and development of new therapeutic
strategies. The olfactory disorders can be considered one of its risk factors and are
found in early stages of the disease. The changes in sleep, especially REM sleep,
are also reported to prodromal signs for PD as well. Having great importance due
its high specificity. The physiological basis for these disorders in Parkinson's
disease have not been fully clarified, this study aims to investigate the isolated or
synergistic effects produced by paradoxical sleep deprivation and lesion of the
nigrostriatal pathway, produced by infusion of the neurotoxin Rotenone in rats on a
olfactory behavior. The administration of the intranigral neurotoxin was made by
stereotaxic surgery, sham received only dimethylsulfoxide vehicle (DMSO).
Behavioral tests were applied before, after paradoxical sleep deprivation and after
the rebound period. The results show that the damage to the nigrostriatal pathway
(with neuronal loss of 30 %) was able to generate damage to the olfactory
performance without altering motor behavior during the evaluated period. The PSP,
in its two different times, was able to produce negative effects in the rat olfactory
performance, but at a lower magnitude when compared to the effect of the decrease
of dopaminergic neurons in the substantia nigra. The rebound sleep was able to
reverse the impairment. There was increased motility PSP only after 48 h for the
sham group indicating hypersensitivity of dopaminergic receptors.

Keywords: Parkinson's disease, olfactory discrimination; REM sleep; prodromal
signs.
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1 INTRODUCAO

A Doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa progressiva
que tem como caracteristica fisiopatolégica classica a reducdo de neurbnios
dopaminérgicos da substancia negra pars compacta (SNpc). Macroscopicamente
essa alteragcédo caracteriza-se pela despigmentacdo na porcao ventrolateral desta
estrutura (LANG e LOZANO 1998; ICKENSTEIN et al. 1999; LANE e DUNNETT
2008; PONSEN et al. 2010). Esses neurdnios enviam aferéncias para o estriado
dorsal (caudado/putdmen), assim os niveis estriatais de dopamina (DA), bem como
de seus principais metabdlitos como o acido homovanilico (HVA) e o &cido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC) estédo diminuidos (LANE e DUNNETT 2008; LANG e
LOZANO 1998). Outra caracteristica fisiopatol6gica importante diferencia de outras
doencas neurodegenerativas da DP é a presenca de inclusdes intracitoplasmaticas
neuronais de carater eosinofilico, constituidas por véarias estruturas de natureza
protéica (por exemplo, a-sinucleina e ubiquitina), denominadas corpusculos de

Lewy e neuritos de Lewy (BRAAK et al. 2003a).

Estudos fisiopatolégicos sugerem que essas alteracfes progridem até que
0s sintomas classicos sejam evidenciados. Essa evolugdo da lesdo segue um
padréo topografico previsivel com deposicbes protéicas, ocorrendo em diferentes
nucleos partindo do tronco encefélico e indo em direcédo ao prosencéfalo ( BRAAK

et al. 2003a; BRAAK et al. 2004). Nesse contexto, as primeiras lesdes se
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desenvolvem quase que simultaneamente em dois locais, i.e., no ndcleo motor
dorsal do nervo vago e no bulbo olfatério, juntamente com porc¢des relacionadas do
nacleo olfatério (BRAAK et al. 2002; BRAAK et al. 2003a). Nestas primeiras fases,
a lesdo compromete também areas do tronco encefalico como o nucleo pedundulo-
pontino, envolvido majoritariamente no controle do ciclo vigilia-sono, em particular
na regulacdo do sono de movimentos oculares rapidos (REM?') (BRAAK et al. 2002;
BRAAK et al. 2003a; BRAAK et al. 2003b; BRAAK et al. 2004; MENA-SEGOVIA et

al., 2004).

Os achados clinicos classicos, que levam ao diagndstico, séo caracterizados
pelas alteracbes motoras incapacitantes para o paciente, sendo eles: bradicinesia,
rigidez muscular, acinesia, tremor em repouso e anormalidades posturais e de
marcha (FAHN 2003). Assim a evolucao da DP pode ser dividida numa fase mais
avancada e sintomatica (também chamada de motora ou clinica), e numa fase
inicial e conhecida por pré-sintomatica (prodrémica, pré-motora ou pré-clinica)

(BRAAK et al. 2004).

O termo pré-sintomatico ou pré-motor tem sido usado para definir alguns
sinais e sintomas clinicos ndo motores, bem como anormalidades fisiol6gicas que
podem estar previamente presentes as alteragbes motoras classicas. Embora

essas caracteristicas ndo sejam universais, observam-se suas manifestacfes em

1 O termo sono REM deriva do termo inglés rapid eye movements sleep que
consagradamente € utilizado na literatura para designar essa fase do sono, e sera igualmente
utilizado ao longo desse trabalho. Salientamos que também pode 0 sono REM ser chamado de sono
paradoxal, devido a similaridade de seu padrao eletrofisiolégico com a vigilia. Em geral, prefere-se
utilizar o termo sono REM para designar essa fase em humanos e sono paradoxal para 0 mesmo
fim, porém quando caracterizada em animais de experimentacao.
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diferentes graus na maioria destes pacientes, especialmente antes da confirmacao
do diagndstico, o que confere grande valor preditivo a esses achados, tornando-os
importantes marcadores pré-motores, portanto indicando a fase inicial da doenca.
Esses achados podem ser hiposmia, distirbio comportamental do sono REM
(RBD)?, constipacéo, depresséo, entre outros (BERG e POEWE 2012; POSTUMA
et al. 2012; SIDEROWF e LANG 2012, LIMA et al. 2012; LIMA 2013). Uma melhor
compreensao destes elementos pode ser (til para o desenvolvimento de recursos
que possibilitem tanto o diagndstico precoce, quanto o desenvolvimento de
tratamentos que modifiquem o curso desta doenca (SIDEROWF e LANG 2012). No
momento, ndo ha um consenso sobre quais caracteristicas compdem essa fase
inicial. Apesar destas alteracbes serem encontradas em outras doencas
neurodegenerativas, na DP elas se apresentam de forma mais severa (POSTUMA

et al. 2012).

Neste estudo iremos tratar de forma integrada dois destes achados pré-
motores: as alteracdes da olfacdo e os distlurbios do sono, ambos com forte
presenca na DP. Salienta-se ainda que a avaliacdo da funcdo olfatéria é
considerada um teste sensivel, mas ndo especifico para o diagnéstico da DP
(POSTUMA et al. 2012; SIDEROWEF et al. 2012), portanto, abrindo uma nova janela
de oportunidades para estudos que visam a elucidacdo dessas fungbes

neurofisiolégicas, principalmente dentro de um contexto de neurodegeneracao.

2 A sigla RBD vem do termo em inglés “REM behavior disorder” optou-se utiliza-lo neste
estudo pois é a sigla consagrada e vastamente utilizada na literatura.
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1.1 FASE PRODROMICA DA DOENCA DE PARKINSON

Desde que foi proposto o novo modelo fisiopatolégico para evolu¢do da DP
por Braak e colaboradores (2003a), o entendimento desta patologia tomou novos
rumos (BRAAK et al. 2003a; SIDEROWF e LANG 2012). Sabe-se que seu inicio
nao ocorre com a reducao das projecfes dopaminérgicas no estriado pela SNpc,

como previamente estabelecido.

A figura 1 mostra esse padrao ascendente de evolucao das lesbes e 0s seis
estagios preconizados da DP. No estagio 1 as lesGes atingem porcdes inferiores
do tronco encefalico, como o nucleo motor dorsal do nervo vago e nucleo olfatorio.
No estagio 2 os danos chegam na regido superior do tronco encefalico, como o
locus coeruleus. No estagio 3, o mesencéfalo (area tegmental ventral e SNpc) bem

como porc¢des basais do procencéfalo (amigdala e nicleo magnocelular) passam a

presymplomatic symptomatic neocorntex
phase S6c+pnm

FIGURA 1- ESQUEMA MOSTRANDO O PADRAO EVOLUTIVO DA DP IDIOPATICA. FONTE:
Retirado de Braak et al. (2003A)
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ser atingidos. A partir do estagio 4 a degeneracdo alcanca o cortex cerebral e
progride até o sexto estagio com aumento do comprometimento cortical (BRAAK et

al 2004; BRAAK et al. 2003b).

Atualmente o diagndéstico ocorre a partir do surgimento de sintomas motores
decorrente do acometimento de mais de 60-70% de neurdnios dopaminérgicos da
SNpc (BRAAK et al. 2004; FAHN 2003; IRANZO 2013). Estudos de neuroimagem
confirmam que a perda neuronal nessa regido se inicia de 4-6 anos antes do

aparecimento dos sintomas (PONSEN et al. 2010).

Neste contexto diversas alteracdes ou marcadores fisiopatologicos, que
antecedem os sintomas motores, sao apontados como possiveis indicadores desta
doenca neurodegenerativa e caracterizam a fase prodrémica desta doenca. Estes
achados incluem disfun¢des olfatérias, RBD, alteracfes autondmicas, depressao,
entre outros (BERG e POEWE 2012; OLANOW e OBESO 2012; SIDEROWF e
LANG 2012), tabela 1. Em particular, os disturbios de sono e olfatérios parecem ser
eminentemente pré-motores, permitindo a antecipacdo do diagnostico e o
surgimento de novas estratégias terapéuticas (PONSEN et al. 2004; PONSEN et

al. 2010).

TABELA 1- MARCADORES PRE-CLINICOS E NiVEL DE EVIDENCIA, SENSIBILIDADE E
ESPECIFICIDADE.

Marcador Nivel de evidéncia Sensibilidade Especificidade
61% quando associados
Possui diversos estudos a RBD(FANTINI et al. 83% quando associados a
Olfagio prospectivos (HAEHNER et al. 2006); RBD(FANTINI et al. 2006);
2007; PONSEN et al. 2010; ROSS 82% quando associados 82% quando associados a
et al. 2008). a DP(DOUBLE et al. DP (DOUBLE et al.2003).

2003).
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Distlrbio Possui tanto estudos 50% dos pacientes com Mais de 65% de risco de
Comportamental do retrospectivos, quanto PD tem RBD (POSTUMA desenvolver DP em 10 anos
Sono REM prospectivos. et al. 2012). (POSTUMA et al. 2012).

Fonte: modificado de Postuma et al. (2012).

1.2 DISTURBIOS OLFATORIOS NA DOENCA DE PARKINSON

Os disturbios olfatorios na DP foram descritos pela primeira vez por Ansari e
colaboradores em 1975 (MESHOLAM et al. 1998; PONSEN et al. 2004), e podem
ser considerados um dos seus sintomas prodromicos (HAEHNER et al. 2007;
PONSEN et al. 2010; ROSS et al. 2008). As alteracées abrangem todos os
parametros da olfacéo, como a deteccéo, discriminacéo e a identificacdo de odores
(PONSEN et al. 2004; SAIFEE et al 2010; TISSINGH et al. 2001). A hiposmia e/ou
anosmia podem ser considerados sintomas prodrémicos (pré-clinicos) da DP
(PONSEN et al. 2004), sendo encontradas majoritariamente em fases inicias.
Diversos estudos prospectivos constataram que as alteracfes olfatérias podem
preceder o aparecimento da DP, estdo descritos na tabela 2 (SIDEROWF et al.
2012; ROSS et al. 2008; HAEHNER et al. 2007). Outros estudos avaliaram
familiares de pacientes com DP e reportam a ocorréncia de déficits olfatorios,
mesmo nos familiares ndo sintomaticos, indicando influéncia hereditaria desta

condicdo (PONSEN et al. 2010).

As vantagens do emprego da avaliacao olfatéria para o diagnostico precoce
da DP s&o o custo baixo, a facil interpretacdo e execucdo dos testes o que

possibilita aplicacdo na prética clinica, mantendo alta sensibilidade (SILVEIRA-
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MORIYAMA et al. 2008; FANTINI et al. 2006), porém pouca especificidade
(PONSEN et al. 2010). Haja vista que os prejuizos olfatérios ndo sdo achados
exclusivos, podendo ser encontrados em outros distarbios neurodegenerativos,
como a doenca de Alzheimer (HAWKES 2006; MESHOLAM et al. 1998); deméncia
com corpos de Lewy (KATZENSCHLAGER e LEES 2004); coréia de Huntington
(HAWKES 2006; MESHOLAM et al. 1998), esclerose lateral amiotrofica
(MESHOLAM et al. 1998) e sindromes parkinsonianas (HAWKES 2006). Sua
apresentacao é diferenciada em cada uma delas (MESHOLAM et al. 1998). Na
doenca de Alzheimer, por exemplo, a severidade desta disfuncao esté relacionada
com a progressao da doenga, 0 que ndo acontece na DP que possui progressao
constante (MESHOLAM et al. 1998). Na atrofia de multiplos sistemas o disturbio
moderado comparando-se a DP e ainda, indistinguivel de sindromes cerebelares
de outras etiologias, incluindo a ataxia espinocerebelar (KATZENSCHLAGER e
LEES 2004). J4 as caracteristicas deste comprometimento na deméncia com

corpos de Lewy é muito semelhante as da DP (KATZENSCHLAGER e LEES 2004).

A prevaléncia das alteracbes olfatérias na DP ¢é de 70-100%
(KATZENSCHLAGER e LEES 2004; POSTUMA e MONTPLAISIR 2010;
SILVEIRA-MORIYAMA et al. 2008) e o seu desenvolvimento ndo parece estar
relacionado com tipo de tratamento selecionado (KATZENSCHLAGER e LEES
2004; SUZUKI et al. 2011; TISSINGH et al. 2001) nem com o estado on ou off em
pacientes tratados com levodopa (KATZENSCHLAGER e LEES 2004; SAIFEE et
al. 2010). Ha evidéncias de que o reconhecimento de alguns odores esteja mais

prejudicado do que outros, sugerindo que o0 comprometimento poderia gerar uma
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hiposmia seletiva, mas ainda ha divergéncia nestes achados (DOUBLE et al. 2003).
Fantini (2006) e colaboradores encontraram maior especificidade para canela
(90%), tiner (98%) e gasolina (96%) com diagndstico de RBD (outro disturbio pré-
clinico importante). Outro estudo também encontrou alto valor preditivo para
inabilidade em identificar o odor de gasolina, e 30% dos pacientes ndo detectaram
o odor de tiner, bem como de outros seis odores (banana, cebola, rosa, canela,

abacaxi e fumaca) (DOUBLE et al. 2003).

As bases fisioldgicas para esta disfuncéo olfatéria encontrada na DP ainda
nao foram adequadamente esclarecidas. Varios estudos mostram o papel do
sistema dopaminérgico na olfacdo, principalmente relacionada a presenca de
neurénios DA no bulbo olfatério e o seu papel como modulador da atividade
glomerular, entre as aferéncias sensoriais e as células mitrais/tufosas (HUISMAN
et al. 2004; MUNDINANO et al. 2011). Pavlis et.al (2006) ressaltam que essa
modulacdo no bulbo € localizada e apresenta carater endégeno. A DA é liberada
por interneurdnios relacionados com as células mitrais, que recebem os sinais dos
receptores olfatérios e formam o glomérulo (HAWKES e DOTY 2009; MUNDINANO
et al. 2011). Esses interneurdnios liberam tanto DA quanto GABA, que modularia a
neurotransmisséao glutamatérgica do glomérulo de forma inibitéria (HUISMAN et al.
2004; MUNDINANO et al. 2011). Mundiafiano et al. (2011) encontrou aumento de
neurdnios TH-ir na regido glomerular na DP, que pode elucidar o mecanismo local
de inibicdo dopaminérgica da olfacdo nestes pacientes. Esse aumento de neurénios
localizado correlaciona com um aumento do prejuizo olfatério, pois estudos tém

demonstrado, em modelos animais, que a dopamina tem efeito inibitorio sobre a 0s
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receptores dopaminérgicos (da familia D2) localizados nas células mitrais no
glomérulo olfatorio, estas estruturas e 0s neurotransmissores que atuam no bulbo
olfatério podem ser vistos na figura 2 (HUISMAN et al. 2004; KATZENSCHLAGER
e LEES 2004; MUNDINANO et al 2011). Ainda n&o esta claro se esse efeito é
compensatorio em resposta a uma perda de neurdnios nigrais frente a leséo na DP
(KATZENSCHLAGER e LEES 2004). Ainda foi encontrada perda neuronal e
presenca de corpusculos de Lewy no nucleo olfatorio anterior e na amigdala nos

estagios iniciais da doenca (KATZENSCHLAGER e LEES 2004).
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FIGURA 2- NEUROTRANSMISSORES E NEUROMODULADORES NO BULBO OLFATORIO.
FONTE: Adaptado de Hawkes e Doty (2009).

TABELA 2- SELECAO DE ARTIGOS QUE RELACIONAM A OLFACAO COM DOENGCAS
NEURODEGENERATIVAS (PRINCIPALMENTE DP) E OUTROS SINAIS PRE-CLINICOS.

Referéncia Foco do estudo Tipo de Amostra Principal Achado Pais d_a
estudo pesquisa
Regides do cérebro
relacionadas com a
funcéo olfatoria estdo
Avaliacéo da capacidade associados com o declinio
(BABA et al. oIfatéria! mqto_ra e 44 pacientes cognitiyo e que hiposrpia .
2012) neuropsicologica e Coorte com DP. grave é uma caracteristica Japéo
neuroimagem na doenga clinica desta alteragdo
de Parkinson. que prevé o
desenvolvimento posterior
de deméncia da doenga
de Parkinson.
Prevaléncia de
Detectar alucinacdes alucinacdes olfatérias em
(BANNIER et olfatérias através de Coorte 87 DP; 40 10% dos pacientes com Franca
al. 2012) questionario e avaliar controles DP. E diminuicéo na

desempenho olfatério.

identificacéo e detecgao
de odores.



(BUSSE et
al. 2012)

(SIDEROWF
et al. 2012)

(SUZUKI et
al. 2011)

(PONSEN et
al. 2010)

(SAIFEE et
al. 2010)

(ROSS et al.
2008)

(SILVEIRA-
MORIYAMA
et al. 2008)

(HAEHNER
et al. 2007)

(FANTINI et
al. 2006)

Combinar a sensibilidade
e especificidade
diagnéstica dos
sinaismotor,hiposmia e
substancia negra (SN)
hiperecogenicidade no
ultra-som transcraniano
na DP.

Testar a associagado
entre disfuncéo olfatoria
e outras caracteristicas
prodrémicas de PD.

Diferenciar a paralisia
supranuclear progressiva
e atrofia de mdltiplos
sistemas da DP
idiopatica com a
avaliacao olfatéria,
analizando a
sensibilidade e
especificidade de um
teste olfatério para a
populagéo japonesa.

Analisar a capacidade
preditiva da combinagéo
entre teste olfatério e
exame de imagem
especifico para predizer
DP em 5 anos.

Avaliar o desempenho
olfatério nos estados on e
off da DP em pacientes
tratados com Levodopa.

Encontrar o poder
preditivo da disfungéo
olfatéria no
desenvolvimento
posterior de DP em uma
populagéo de base.

Avaliar o poder preditivo
de testes olfatérios no
desenvolvimento da DP
para a populagéo
brasileira.

Acompanhar pacientes
com hiposmia e
identificar qual a
incidéncia de DP neste
grupo apoés 4 anos.

Avaliacéo olfatéria de
portadores de RBD

Coorte

Coorte
multicéntrico

Estudo
transversal

Coorte

Coorte

Coorte

Estudo
transversal

Coorte

Coorte

632 pessoas
com
parkinsonismo
(453 DP)

4.999 pessoas
sem o
diagnostico de
DP, maiores de
50 anos
(parentes de
primeiro grau de
paciente com DP
e sem histdria
familiar)

94 DP; 7
portadores de
paralisia
supranuclear
progressiva; 15
atrofia de
multiplos
sistemas; e 29
controles.

40 pessoas com
hiposmia e 38
com normosmia,
selecionados a
partir de 361
parentes de
primeiro grau de
pacientes com
DP

16 DP tratados
com Levodopa

2.267 homens.

106 DP;108
controles.

30 pessoas com
alteracéo
olfatéria.

54 pacientes
com RBD e sem
DP e 54
controles

A sensibilidade,
especificidade e valores
preditivos positivos no
diagnéstico de PD para
hiposmia 75%, 70% e
88%. A avaliagédo
combinada de assimetria
motora, hiposmia e SN
hiperecogenicidade
melhora a especificidade
do diagndstico e permite o
diagnoéstico precoce da
DP.

Hiposmia esté associada
a outros sinais ndo-
motores da DP em
individuos néo
diagnosticados., como
RBD, depressao, e outras.

O desempenho olfatério
foi menor na DP que nas
outras patologias e
controles, sendo
potencialmente util no sé
para a deteccéo de déficit
olfatério na DP, mas
também para a
diferenciagcdo de DP com
outras doengas
neurodegenerativas.

Hiposmia idiopatica em
parentes de primeiro grau
de pacientes com DP esta
associada a um risco
aumentado de
desenvolvimento de PD
clinica de12,5% em 5
anos.

Né&o hé diferenca no
desempenho olfatérios
entre os dois estados.

Déficit na identificagdo de
odores pode preceder DP
em até 4 anos, sendo uma
importante ferramenta
preditiva.

Pacientes com DP
apresentaram prejuizo
olfatério, com possivel
predi¢do do
desenvolvimento da DP,
através de curva de
preditiva para DP.

7% desenvolveu DP
idiopética, assim a olfagdo
tem valor prognéstico para
DP.

Pessoas com RBD
apresentaram dificuldade
de identificacédo de odores
(principalmente canela,
tiner e gasolina).

25

Alemanha

Estados
unidos

Japéo

Holanda

Reino
Unido

Asia

Brasil

Alemanha

Canada e
Italia



26

O grupo RBD teve pior
Investigar a hipétese de desempenho olfatério em
que dois achados, entre todos os parametros. Um
(STIASNY- disfuncéo olfatéria, RBD paciente teve o
KOLSTER et e exame de imagem, transversal ou clinico RBD diagnoéstico de DP, 4 Alemanha
al. 2005a) combinados séo ' apresentaram sinais de
. - 30 controles. - )
suficientes para indicar parkinsonismo, e todos
futura a-sinucleinopatia. com hiposmia ou
anosmia.

82% dos pacientes com
DP tiveram alteracéo
olfatéria e desempenho
Determinar o padrédo e Estudo 49 DP e 52 pior quando comparado
tipos de odores alterados observacional com o controle. Os odores Austrélia
controles A
na DP transversal. melhor discriminados pelo
grupo DP foram: gasolina,
banana, abacaxi fumo e
canela.

Todos os parametros
testados na DP esté@o
41 pacientes prejudicados. Os
com DP - 24 ndo individuos tratados
tratados, 17 com apresentaram melhor Holanda
Levodopa discriminacgéo, porém
18 controles deteccdo e identificacdo
iguais aos tratados com
Levodopa.

30 pacientes
Estudo com subclinico

(DOUBLE et
al. 2003)

Avaliacéo olfatoria da
deteccéo, discriminagao
e identificagdo de odores.

(TISSINGH
et al. 2001)

Estudo
transversal

1.3 O SONO E ADOENCA DE PARKINSON

O sono é um estado comportamental e eletrofisiolégico complexo,
sincronizado que apresenta mudancgas na atividade encefalica que tem impacto
sobre todo o corpo (PORKA-HEISKANEN et al. 2013). E caracterizado por
imobilidade, postura tipica e reducdo do limiar sensorial, 0 que leva a diminuicao
da capacidade de interacdo com o ambiente externo (MALLICK et al. 2012;

PORKKA-HEISKANEN et al. 2013).

Através de estudos eletrofisiolégicos do ciclo vigilia-sono, sdo evidenciadas
suas diferentes fases, com caracteristicas peculiares a cada uma delas. A vigilia é
caracterizada por baixa amplitude e ondas com alta frequéncia (PORKKA-

HEISKANEN et al. 2013). O sono pode ser dividido em duas fases principais: sono
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REM e sono ndo-REM ou de ondas lentas (MCCARLEY 2007; MONTI e MONTI
2007). No eletroencefalograma (EEG) o sono ndo-REM é caracterizado por ondas
de maior amplitude e menor freqiéncia, ja ho sono REM o perfil do tracado se
assemelha ao encontrado na vigilia (LIMA et al. 2008). Sendo necessario a
mensuracao de outros parametros para a diferenciacéo entre o estado de vigilia e
sono REM. Estes estados podem ser separadas com base no tbnus muscular
(medida por eletromiografia - EMG) e nos movimentos oculares (detectados usando
a eletrooculografia - EOG) (MALLICK et al. 2012; MCCARLEY 2007). O ténus
muscular esta abolido ou bastante diminuido durante o sono REM e totalmente
presente na vigilia (PORKKA-HEISKANEN et al. 2013; LIMA et al. 2008;

MCCARLEY 2007).

As alteracbes de sono veem sendo relatadas em diversas doencas
neurodegenerativas, relacionadas as a-sinucleinopatias (POSTUMA et al. 2009;
POSTUMA et al. 2012). Na DP estas alteracdes incluem insénia e principalmente
movimentos anormais durante o sono (movimentos peridédicos dos membros e RBD

(LIMA 2013).

Com relacdo ao poder preditor, 0 RBD é o marcador clinico pré-motor de
maior destaque, pois correlaciona com um aumento no risco de neurodegeneragcao
dopaminérgica, assim essa alteracdo € de longe o mais forte preditor clinico de

doenca neurodegenerativa disponivel (POSTUMA et al. 2012).
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1.4 DISTURBIO COMPORTAMENTAL DO SONO REM (RBD)

Essa parassonia € caracterizada por perda da atonia normalmente
encontrada durante o sono REM (OLSON et al. 2000; POSTUMA e MONTPLAISIR
2010; SCHENCK et al. 1996) e tem sido apontada como um sinal precursor de
doencas neurodegenerativas relacionadas as a-sinucleinas (POSTUMA e
MONTPLAISIR 2010), como a doenca de Parkinson, deméncia de corpos de Lewy
e atrofia de mdultiplos sistemas (DAUVILLIERS et al. 2013). Hé relatos da presenca
de RBD ou sono REM sem atonia tanto nos pacientes tratados quanto nao tratados
com a DP, sendo que este achado precede o seu diagnéstico em 3 a 13 anos
(GAGNON et al. 2002; POSTUMA et al. 2012), tipico de um sinal prodrémico assim

como a disfuncao olfatoria.

Os critérios diagnésticos classicos para RBD foram definidos pela
Classificacdo Internacional de Disturbios do Sono e incluem movimento dos
membros ou do corpo associados a sonhos (usualmente violentos), e pelo menos
um dos seguintes: comportamento potencialmente perigoso do sono; sonhos que
parecem ser “atuados”; ou comportamentos que perturbam a continuidade do sono

(COMELLA et al; 1998; POSTUMA et al 2012a).

Observa-se que aproximadamente 50% dos pacientes que manifestam RBD
a pelo menos uma década, irdo eventualmente desenvolver uma ou mais dessas
doengcas (POSTUMA e MONTPLAISIR 2011), sendo que destes, 65% irdo

desenvolver DP (POSTUMA et al. 2012). Em outras palavras, a especificidade
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deste achado para o diagndstico precoce da DP é elevada. Ainda, a laténcia entre
a ocorréncia do RBD e a fase sintomatica motora é estimada em até 12-14 anos
(POSTUMA et al. 2012). Esse longo intervalo associado ao risco aumentado de
desenvolvimento de uma doenca neurolégica compfBe uma importante
oportunidade de observacao dos estagios pré-clinicos da neurodegeneracdo que

resultarad no Parkinsonismo.

A tabela 3 mostra uma selecdo de artigos que relacionam RBD com as
doencas neurodegenerativas. Alguns estudos acompanharam portadores de RBD
encontraram o desenvolvimento futuro de DP (BOEVE et al. 1998; IRANZO et al.
2006; SCHENCK et al; 1996), outros estudos avaliaram a frequéncia de RBD em

pacientes do DP (COMELLA et al; 1998; GAGNON et al. 2002).

TABELA 3- SELECAO DE ARTIGOS QUE RELACIONAM AS ALTERACOES
COMPORTAMENTAIS DO SONO REM COM DOENCAS NEURODEGENERATIVAS
(PRINCIPALMENTE DP) E OUTROS SINAIS PRE-CLINICOS.

Referéncia Foco do estudo Tipo de Amostra Principal Achado Pais da
estudo pesquisa
(IRANZO et Determinar a frequéncia e Estudo 44 pacientes RBD muitas vezes precede Espanha
al. 2006) a natureza dos distlrbios retrospectivo com RBD doengas neurodegenerativas.
neurolégicos em
desenvolvimento em

pacientes diagnosticados
comidiopéatica RBD.

(GAGNON Determinar a freqiéncia Estudo 33 pacientes Os pacientes com DP Canada
et al. 2002) de distarbio Transversal com DP e 16 apresentaram maior
comportamental do sono controles. prevaléncia de RBD, quando
REM (RBD) entre os comparado com os controles.

pacientes com DP.

(OLSON et Determinar as variaveis Estudo 93 pacientes Doencas associadas Estados
al. 2000) demogréficas, clinicas, Transversal com RBD ocorreram em 53 pacientes, Unidos
laboratoriais e etiolégicas dentre eles: 47% DP, 26%
de pacientes com RBD. atrofia de multiplos sistemas;
13% deméncia sem

parkinsonismo.
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(COMELLA Determinar a ocorréncia Estudo 61 pacientes 15% apresentou  critérios Estados
et al. 1998) de RBD em pacientes com transversal com clinicos para RBD. Unidos
DP. diagnéstico de
DP e 61
conjuges.
(SCHENCK Acompanhar pacientes Coorte 29 pacientes 38% dos pacientes Estados
et al. 1996) com diagndstico de RBD. com RBD desenvolveram DP posterior Unidos

ao diagnéstico de RBD, com
atraso de 10-29 anos do
surgimento do RBD.

1.5 MECANISMOS NEURONAIS DE REGULACAO DE SONO

Estudos em mamiferos demonstram que os diferentes componentes do
padrdo comportamental do sono REM sao controlados por diferentes mecanismos
em diferentes regifes anatdmicas do encéfalo (MCCARLEY 2007). A maioria dos
eventos fisioldgicos do sono REM tém neurdnios efetores localizados na formacao
reticular, responsavel pelo perfil dessincronizado apresentado no EEG
(MCCARLEY 2007). Esta regido esta relacionada com os movimentos oculares
rapidos e atonia muscular. Les6es em regides da formagéo reticular que projetam
para o locus coeruleus e tegmento pedinculo-pontino geram supresséo da atonia

durante esta fase do sono (MCCARLEY 2007).

Diversos neurotransmissores foram pelo menos parcialmente caracterizados
dentro da circuitaria de regulacdo do sono (LIMA et al. 2007a; LIMA et al. 2008a;
LIMA et al. 2008b; LIMA et al. 2009). Classicamente a geracao e regulacao do sono
REM é creditada a mecanismos colinérgicos que atuam aumentando a
excitabilidade dos neurbnios pontinos (REM-on) e ainda inibindo os neurénios

gabaérgicos (conhecidos como inibidores desta regido) (MCCARLEY 2007). Em
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contrapartida a finalizagdo desta fase (REM-off) esté relacionada com neurdnios
serotoninérgicos dos nucleos da rafe, e possivelmente com neurdnios
noradrenérgicos do locus coeruleus (MCCARLEY 2007). Os neurdnios
dopaminérgicos, presentes na SNpc e area tegmental ventral (MONTI e MONTI
2007), sdo os mais controversos desta circuitaria. A dopamina € comumente
associada com a promocéo da atividade locomotora, integracdo sensoriomotora e
motivacdo (MONTI e MONTI 2007). Em relac&o ao seu papel neurofisiolégico sobre
0 sono, é tradicionalmente associada com a vigilia (MONTI et al; 1982; MONTI e

MONTI 2007).

Entretanto, uma série de trabalhos clinicos e em modelos animais tem
apresentado a DA como sendo um neurotransmissor de carater dual. Portanto,
relacionado também com a regulacdo dos processos de sono, em particular do
sono REM, ou paradoxal em animais (LIMA et al. 2007a; LIMA et al. 2007b; LIMA
et al. 2008a; LIMA et al. 2008b; LIMA et al. 2009; SANTOS et al. 2008; BARRAUD
et al. 2009; DE COCK et al. 2007; DZIRASA et al 2006; VERHAVE et al. 2011). A
partir destes estudos, tém-se sugerido que o sistema dopaminérgico nigroestriatal
apresenta um papel chave para a regulacdo do sono REM/paradoxal,
principalmente num contexto de neurodegeneragcéo como no caso da DP (LIMA et

al. 2007a; LIMA 2013).



32

1.6 IMPACTOS DO SONO SOBRE AS ALTERAGCOES OLFATORIAS -
PRIVACAO DE SONO REM/PARADOXAL

A presenca de dois ou mais sinais pré-clinicos da DP esta relacionada com
uma maior probabilidade de acurécia no diagnostico precoce (BUSSE et al. 2012;
PONSEN et al 2010). Um importante estudo de coorte multicéntrico como
aproximadamente 5.000 voluntarios, mostrou que a hiposmia esta associada a
outros sinais ndo-motores da DP em individuosnao diagnosticados., como RBD,
depressao, e outras (SIDEROWF et al. 2012). Outros estudos mostram que

pacientes

Contrals RBD patients

FIGURA 3- PARAMETROS OLFATORIOS, (m) DETECCAO, (e) DISCRIMINACAO E (A)
IDENTIFICACAO. Em 30 pacientes com RBD e controles. (m - p=0,001; o - p=0,003; e A - p=0,001).
FONTE: retirado de Stiasny-Kolster et al. (2005).

ja diagnosticados com RBD apresentam importante comprometimento olfatério
(FANTINI et al. 2006; STIASNY-KOLSTER et al. 2005). Na figura 3, esté ilustrado
um importante achado do estudo de Stiasny-Kolster e colaboradores (2006), no
qual os trés parametros apresentados indicam prejuizos olfatérios em pacientes

portadores de RBD quando comparados a voluntarios do grupo controle.
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Corroborando esses achados a figura 4 mostra que o prejuizo olfatorio fica mais

evidente com odores fortes, como canela, tiner e gasolina (FANTINI et al. 2006).
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FIGURA 4- PORCENTAGEM DE ACERTOS PARA CADA ODOR NO TESTE OLFATORIO EM
PACIENTES COM RBD (CINZA) E CONTROLES (BRANCO). FONTE: Retirado de Fantini et al.
(2006).

Evidéncias sugerem que a propria alteracdo no sono REM pode gerar, como
consequéncia, mudancas na funcdo olfatéria. Estudos que avaliam o fluxo
sanguineo encefélico e seu metabolismo evidenciaram uma diminuicdo da
atividade neuronal em regifes associadas a olfacdo apés a privacao de sono total
em humanos (KILGORE e MCBRIDE 2006). Além dessa evidéncia a favor da
existéncia de uma relacdo direta entre a circuitaria envolvida na regulacdo da
olfacdo e do sono, observa-se que a privacdo de sono total (por um periodo de 45
h) em pessoas normais esta relacionada a diminuicdo da acuidade olfatoria

(KILGORE et al. 2010).0 mesmo estudo de Stiasny-Kolster, citado acima, mostrou

que a degeneracao nigroestriatal subjacente da DP pode também ser encontrada
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em portadores de RBD idiopatica e que 0S mesmos apresentam comprometimento
da funcao olfatorio. Assim, esses pacientes encontram-se na fase 2 pré-clinica de

a-sinucleinopatia proposta por Braak (2003a).

Desta forma, a proposicéo do presente trabalho leva em conta a inter-relacao
apresentada por estas variaveis prodrémicas e suas circuitarias regulatérias, que
possivelmente compartilham funcées, num contexto neurodegenerativo como na
DP. Nesse sentido, a neurotransmissdo dopaminérgica parece assumir um papel

chave em ambas as condicoes.

1.7 ROTENONA COMO MODELO ANIMAL PARA DOENCA DE PARKINSON

A DP nédo ocorre de forma espontanea em animais, sendo necessario
mimetizar as condicdes fisiopatologicas e clinicas das fases iniciais da DP em
animais. Existem varias neurotoxinas utilizadas para esse propdsito, em particular
o 1-metil-4-fenil- 1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), 6-hidroxidopamina (6- OHDA)
(LIMA et al. 2006) e a rotenona (CHOU et al. 2010). Esta ultima neurotoxina esta
associada a uma importante condicdo de exposicdo ambiental, sendo utilizada
amplamente como pesticida. Nesse sentido, varios casos de parkinsonismos
decorrentes dessa exposicao ja foram relatados na literatura, o que confere uma
importante validade preditiva ao modelo animal (BETARBET et al. 2000; DHILLON

et al. 2008).
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A toxicidade da rotenona é relativamente seletiva para os neurénios daSNpc,
mesmo apos a administracdo sistémica (CHOU et al. 2010). Ela atua gerando
prejuizos no complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial (BETARBET et al. 2000;
CHOU et al. 2010; KARUPPAGOUNDER et al. 2013), alterac6es na transcricao
génica que levam a formacéo de agregados de proteinas (achados classicos em
varias doencas neurodegenerativas) (CABEZA-ARVELAIZ e SCHIESTL 2012),
como mostra a figura 5. A alteracdo mitocondrial compromete a respiracao celular,
promovendo alteracbes do potencial de membrana mitocondrial e geracao
exacerbada de radicais livres proveniente do metabolismo da dopamina. Por isso
estes neurbnios apresentam maior vulnerabilidade (CHOU et al. 2010). A morte
neuronal ocorre principalmente por apoptose (BETARBET et al. 2006). Mas
também através de outras formas de morte celular programada, como autofagia

programada (KARUPPAGOUNDER et al. 2013).
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FIGURA 5- MECANISMOS DE ACAO DA ROTENONA. FONTE: MODIFICADO DE CABEZA-
ARVELAIZ & SCHIESTL (2012)

Esse modelo de lesdo induzido por rotenona é considerado como o mais
similar a doenca humana devido a sua capacidadede formar os corpusculos de
Lewy (BETARBET et al. 2000). A figura 6 mostra que a presencga de a-sinucleina
esta aumentada no mesencéfalo ventral apos a infusdo de rotenona sistémica
(BETARBET et al. 2006). A infusdo cronica de rotenona em ratos resulta em
degeneracdo dopaminérgica nigroestriatal, sinais de estresse oxidativo em
diferentes nucleos encefalicos, e disfuncdo motora e prejuizos cognitivos, bem
como comportamentos tipo-depressivos (MOREIRA et al., 2012; SANTIAGO et al.,

2010; DOS SANTOS et al., 2013).
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FIGURA 6- EFEITOS A INFUSAO DE ROTENONA EM RATOS. (A) Niveis de a-sinucleina
aumentados no mesencéfalo ventral em ratos do grupo rotenona: tanto os que apresentaram leséo
na imunohistoquimico (r-I); quantos o que nédo apresentaram (r-nl) comparados com os controles.
(* - p<0,05). Fonte: Retirado de Bertarbet et al. (2006).
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Atualmente encontra-se na literatura indicios de que esses sinais pré-

clinicos estéo correlacionados (FANTINI et al. 2006; KILLGORE e MCBRIDE 2006;

STIASNY-KOLSTER et al. 2005b), e ainda esses sinais isoladamente estdo

relaicionados com a DP (DOUBLE et al. 2003; PONSEN et al. 2010; POSTUMA et

al. 2012). Porém néo ha estudos que inter-relacionem esses dois achados pré-

clinicos com a DP em modelos animais, figura 7.

Sono
REM

Doenca de
Parkinson

DOPAMINA

FIGURA 7- ESQUEMA COM A RELACAO ENTRE SONO REM, FUNCAO OLFATORIA E

DP.

Func¢ao
Olfatdria
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente estudo foi investigar a possivel ocorréncia de
prejuizos olfatérios produzidos pela privacdo de sono paradoxal e/ou lesdo da via

nigroestriatal, produzida pela infusdo de rotenona em ratos Wistar.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar os efeitos sobre o comportamento motor induzidos pela lesdo da
via nigroestriatal e pela privacdo de sono paradoxal (realizada em dois
periodos diferentes - 24 h e 48 h);

e Analisar os efeitos promovidos pela lesdo da via nigroestriatal induzida pela
administrac@o de rotenona intranigral sobre o desempenho olfatorio;

e Determinar os efeitos sobre o desempenho olfatorio de dois periodos
diferentes de privacdo de sono paradoxal (24 h e 48 h) e sono rebote (24 h);

e Determinar os efeitos da lesdo da via nigroestriatal e pela privacdo de sono

paradoxal (24h e 48h) sobre o desempenho olfatério;
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Quantificar através de imuno-histoquimica para tirosina hidroxilase (TH) os
neurénios dopaminérgicos residentes na SNpc apdés a realizacdo da

administracdo de rotenona intranigral.
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4 METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos de 3 meses de idade, pesando entre
280-330g. Os animais foram mantidos em uma sala com umidade e temperatura
controladas (22 + 2°C), em um ciclo de claro-escuro de 12 h (7:00-19:00 h). Agua
e comida foram fornecidas a vontade aos animais durante todo o experimento. O
projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Setor de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana (aprovacdo niumero 651).
Sendo que os experimentos foram realizados em conformidade com as diretrizes
deste mesmo setor, que sustentam a aplicacdo de modernos principios éticos em

relacdo ao uso de animais de experimentacao.
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4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.2.1 Experimento 1

Devido a escassez de estudos que testem a capacidade olfatéria em ratos e
a necessidade de utilizar odores néo sociais para esclarecer de forma mais ampla
todo esse processo (SOFFIE et al. 1988; PREDIGER et al. 2006; PREDIGER et al.
2005b; FLEMING et al. 2008) foi realizado um experimento para avaliar a
preferéncia dos ratos a diferentes odores ndo sociais. Os odores foram
selecionados aleatoriamente e utilizados na forma de esséncias, sendo eles:
menta, almiscar, baunilha e liméo (fornecedor: Esséncias Curitiba, Brasil). Para
esse experimento utilizou-se um aparato desenvolvido particularmente para essa

avaliacao (figura 12) como descrito adiante no item 4.5.

4.2.2 Experimento 2

Esse experimento teve como objetivo determinar qual a janela temporal
necessaria para os animais recuperarem a funcdo motora, bem como detectar a

ocorréncia de alteragdes olfatorias e diminuicdo de neurdnios dopaminérgicos pela



43

infusdo intranigral de rotenona. Para isso, foi utilizado o delineamento experimental

proposto na figura 8 sendo finalizado no dia 21, sem que a PSP fosse realizada.

Cirurgia

Estereotaxica Decapitagao
7 Imunohistoquimica
S n=10 | 0d
GRUPQS: —
e hEN n=06 ‘ 1d 7d 14d 21d
Campo
Aberto
Testes
Olfatorios

FIGURA 8- REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO DESENHO EXPERIMENTAL DE
EXPERIMENTO 2. ( Sham n=10 e Rotenona n=6 ).

4.2.3 Experimento 3

Os animais foram distribuidos nos grupos de acordo com o desenho
experimental apresentado na figura 9. O teste do campo aberto foi realizado para
a determinacéao do perfil motor. O teste de discriminacgéo olfatoria com odor familiar
e nao familiar, e ainda teste de discriminagao olfatoria modificado com odor limao
e agua foram realizados ap0s o periodo de recuperacéo da funcado motora conforme

Moreira et al., 2012. Os testes foram realizados antes e logo apos os diferentes
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tempos de PSP e de sono rebote (REB), permitindo assim o estabelecimento de
uma relacdo entre essas condicdes de sono e 0s eventuais prejuizos olfatérios

subsequentes. Maiores detalhes estao apresentados na figura 9.

Campo Campo Campo
Aberto Aberto Aberto
Cirurgia TES'EES TES'Ees Tes'Ees
Estereotixica Olfatorios Olfatodrios Olfatodrios
1 l 24 h l 24 h
od 7d 48 h 48 h

Sham

Sham controle Sham controle
( n=09/27 ( n=09/12
= B stemese W sham ReB
GRUPOS: | n=11/27 n=11/14
Rotenona controle Rotenona controle
” n=08/27 ” n=08/12
Rotenona
= L Rotenona PSP L Rotenona REB
o n=09/22 n=09/14

Decapitagao Decapitacao

FIGURA 9- REPRESENTAQAO ESQUEMATICA DO DESENHO EXPERIMENTAL DO
EXPERIMENTO 3. Para 0 momento basal sham n=74 e rotenona n=71. Para o0 momento PSP de
24 h sham controle n=9, rotenona controle n=8, sham PSP n=11 e rotenona PSP n=9. Para o
momento PSP de 48 h sham controle n=27, rotenona controle n=22, sham PSP n=27 e rotenona
PSP n=27. Para o momento rebote de 24 h sham controle n=9, rotenona controle n=8, sham REB
n=11 e rotenona REB n=9. Para o momento rebote de 48 h sham controle n=12, rotenona controle
n=14, sham REB n=12 e rotenona REB n=14.
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4.3 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Os animais foram inicialmente sedados com diazepam (10 mg/kg) e apods a
sedacéo inicial foram entdo anestesiados com quetamina (90 mg/kg). As seguintes
coordenadas foram utilizadas tendo como referéncia o Bregma: (AP) = - 5,0 mm,
(ML) =£ 2,1 mm e (DV) = - 8,0 mm (PAXINOS e WATSON 2005). Foi realizada a
infusdo bilateral de 1 uL neurotoxina rotenona (12 pg/ulL) com auxilio de uma
bomba eletronica de infuséo (Insight Instruments, Ribeirdo Preto, Brasil) a uma taxa
de infusdo de 0,33 plL/min, durante 3 minutos. Animais do grupo sham foram
injetados apenas com o veiculo dimetilsulféxido (DMSQO) em iguais condicbes

(MOREIRA et al., 2012), figura 10.

(] INSIGHT (72
EQUIPAMENTOS

FIGURA 10- CIRURGIA ESTEREOTAXICA.
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4.4 PRIVAGAO DE SONO PARADOXAL

Foi realizada através do Método da Plataforma Unica, no qual cada animal
é colocado em um tanque (23 x 23 x 35 cm) contendo uma plataforma cilindrica,
6,5 cm de didmetro e rodeada de &gua cerca de 1 cm abaixo da superficie da
plataforma, figura 11. No inicio de cada episodio do sono paradoxal, o animal sofre
uma reducdo de tbnus muscular e cai na agua, sendo despertado. Com esse
meétodo observa-se que o sono paradoxal € completamente abolido durante todo o
periodo desejado sendo o sono de ondas lentas é menos afetado (MACHADO et
al. 2005; Lima et al. 2008).0s ratos dos grupos controle foram mantidos em um
tanque (23 x 23 x 35 cm) com serragem e uma plataforma para mimetizar as

condi¢cbes do grupo experimental.

Alguns animais, selecionados randomicamente, puderam realizar um

periodo de recuperacdo da PSP, esse periodo chama-se rebote. O tempo de rebote

FIGURA 11- PRIVACAO DO SONO PARADOXAL PELO METODO DA PLATAFORMA UNICA.
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foi 0 mesmo tempo de PSP, ou seja, se o grupo realizou PSP de 24 h fez rebote de

24 h.

4.5 TESTE DE DETECCAO DE ODORES

Este teste foi elaborado pelo Laboratério de Neurofisiologia da Universidade
Federal do Parana para este estudo. Consiste em um labirinto radial, contendo
cinco compartimentos distintos, sendo que em cada sesséo de teste 100 uL do odor
(menta, almiscar, baunilha ou limao) foi impregnado em papel de filtro e inserido
em tubo falcon contendo furos que foi apresentado, individualmente em cada
compartimento mudando a posi¢do dos odores aleatoriamente a cada sesséo, no
intuito de impedir a ocorréncia de um viés de aprendizado espacial ou contextual

(figura 12). O teste foi realizado em seis sessdes de trés minutos, nas quais o rato

FIGURA 12- TESTE DE DETECCAO DE ODORES.

tinha a oportunidade de explorar livremente todos os compartimentos. Espera-se

uma permanéncia aumentada, bem como um maior nimero de entradas, por parte
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dos animais, no compartimento com odor ndo social de escolha. As variaveis
guantificadas neste teste foram: laténcia para entrada no compartimento com odor;
frequéncia de entradas no compartimento com odor e tempo de permanéncia no

compartimento com odor.

4.6 TESTE DE DISCRIMINACAO OLFATORIA

Esse teste foi previamente descrito por Soffié e Lamberty 1988 e,
posteriormente, modificado por Prediger e colaboradores (SOFFIE et al. 1988;
PREDIGER et al. 2005a; PREDIGER et al. 2005b). O experimento consiste em
colocar o rato na caixa de discriminacdo olfatéria e registrar, durante um periodo

de 5 minutos, o tempo que o0 animal gastara investigando cada um dos

compartimentos, como mostrado na figura 13. A discriminacéo olfatéria foi avaliada

pela preferéncia do rato em ficar no compartimento impregnado com o seu cheiro
(compartimento familiar) em relagdo ao compartimento inodoro (forrado com
cepilho limpo, portanto, nao-familiar), visto que nesta situagdo, tem sido
demonstrado que ratos machos adultos preferem permanecer em ambientes
impregnados com seu proprio cheiro (CARR et al. 1976; PREDIGER et al. 2005a;
PREDIGER et al. 2005b). Assim as variaveis analisadas foram o tempo de
permanéncia em cada compartimento e o indice de discriminacao olfatéria. Esse

indice foi determinado a partir da razdo entre o tempo de permanéncia no
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compartimento nao-familiar pelo tempo de permanéncia no compartimento familiar.
Esse limiar determina a regido na qual o indice representa mesma porcentagem de

tempo em cada compartimento, ou seja, indiscriminag&o entre os odores.

FIGURA 13- TESTE DE DISCRIMINACAO OLFATORIA. Esta arena foi utilizada tanto para a
discriminacdo entre familiar e ndo familiar quanto para lim&o e agua.

4.7 TESTE DE DISCRIMINACAO OLFATORIA MODIFICADO

Consiste na mesma metodologia empregada no teste original (figura 13),
porém utilizando como paradigma a preferéncia do animal por um odor n&o social
em detrimento a um odor neutro (agua). O presente estudo determinou haver uma
preferéncia significativamente maior dos animais (teste descrito no item 4.5) pelo
odor de limao (figura 15), sendo este utilizado como odor ndo social. Dessa forma,

utilizou-se 100 pL do odor de liméo aplicados em papel de filtro que foi inserido em
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tubo falcon contendo furos. Repetiu-se 0 mesmo procedimento utilizando agua
aplicada em papel de filtro também inserido em tubo falcon com furos. Cada tubo
foi colocado numa extremidade da caixa de discriminacao olfatoria (figura 13) que
continha apenas cepilho limpo. Da mesma forma como no teste original, foi possivel
obter um indice de discriminacdo olfatéria a partir da razdo entre o tempo de
permanéncia no compartimento com agua pelo tempo de permanéncia no

compartimento com odor limé&o.

4.8 TESTE DO CAMPO ABERTO

O Campo Aberto é um aparelho que consiste em uma arena de metal ou
madeira, de aspecto circular com 1 metro de diametro e 50 cm de altura
(REKSIDLER et al. 2008), figura 14. O teste se inicia com a colocacdo dos animais
sobre o circulo central, sendo que seus comportamentos motores foram avaliados
por um periodo pré-determinado de 5 minutos. O parametro quantificado foi a
distancia percorrida. Todas as analises foram registradas e realizadas por meio de
camera digital acoplada ao sistema Smart Junior (Panlab, - Harvard Apparatus

Espanha).
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FIGURA 14- TESTE DO CAMPO ABERTO.

4.9 IMUNO-HISTOQUIMICA PARA TIROSINA HIDROXILASE NO
MESENCAFALO VENTRAL

A metodologia utilizada seguiu a padronizacao feita em nosso laborat6rio
como descrito anteriormente (REKSIDLER et al. 2008). Os animais foram
anestesiados com guetamina imediatamente apds o ultimo teste comportamental,
e em seguida perfundidos com infusdo intracardiaca de salina primeiramente,
seguida de solucdo de fixacdo de 4% de paraformaldeido (0,1M — pH 7,4). Os
enceéfalos foram removidos e imergidos durante 1 semana na mesmo solucdo de
fixacdo a 4°C. na sequéncia, os encéfalos foram imergidos em solucao de 30% de
sacarose por 48 h, antes da realizagdo dos cortes. Foram feitas 3 séries de cortes

de 40 um com o criostato no plano frontal e coletados do diencéfalo caudal para o
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mesencéfalo caudal. As seccdes foram incubadas com anticorpo primario anti-TH
(coelho), diluido em PBS contendo 0,3% Triton X-100 (1:500; cabra; Chemicon, CA,
USA) por 12 h (overnight) a 4°C. A incubacdo com anticorpo secundario (1:200;
cabra; Vector Laboratories, USA) foi realizada por 2 h em temperatura ambiente.
Apo0s varias lavagens com PBS, o complexo de anticorpos foi localizado usando o
kit ABC (vectastiam ABC Elite kit, Vector Laboratories, USA) seguido de reacéo
com 3-3’-diaminabenzida com niquel. As laminas foram entdo desidratadas em
concentracfes ascendentes de etanol, diafanizadas em xilol e cobertas por
laminulas. Para a estimativa de perda neuronal da SNpc pela infuséo de rotenona,
usando métodos estereoldgicos, foram identificados os neurénios dopaminérgicos
nesta regido dos grupos sham, que preservaram a citoarquitetura normal. E foram
comparadas as observacfes das mesmas regides no grupo rotenona. Todas as
determinacdes quantitativas foram conduzidas através de andlises realizadas com
o auxilio do software Image J (National Institutes of Health, USA). As imagens da
area de interesse foram obtidas utilizando microscopio motorizado Axio Imager Z2
(Carl Zeiss, Jena, Alemanha), equipado com um escaner de digitalizacdo
automatizada VSlide (Metasystems Altlussheim, Alemanha), do Setor de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal do Parana. Todas as determinacdes
guantitativas foram conduzidas através de andlises realizadas com o auxilio do
software Image J (National Institutes of Health, USA), sendo medida através das
densidades de neurbnios TH imunorreativos (TH-ir) na SNpc entre os grupos sham

€ rotenona.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

O resultados do experimento 1 foram analisados através da Analise de
Variancia (ANOVA) de uma via seguido pelo post-hoc de Newman-Keuls. Os dados
obtidos pelos testes do campo aberto, discriminagdo olfatéria e discriminacao
olfatéria modificado, coletados nos experimentos 2 e 3 foram analisados através da
ANOVA de duas vias, seguido por teste post hoc de Bonferroni. Os fatores
utilizados foram: grupo e tempo. Para os dados de imunohistoquimica e dos indices
de discriminagé&o olfatérios foram utilizados o teste t de Student e post hoc de Mann-
Whitney. Foi considerado o nivel de significancia de P< 0,05 para que se rejeitasse

a hipétese de nulidade. Os valores foram expressos como média £ S.E.M.
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5 RESULTADOS

5.1 EXPERIMENTO 1

O parametro de frequéncia de entradas do teste de deteccdo de odores
revelou que os animais manifestaram uma preferéncia aumentada para o odor
limdo, em comparacdo aos odores menta (P<0,05), almiscar (P<0,01), baunilha
(P<0,01) e sem odor (P<0,01), como indicado [F(54)=4,84; P<0,01] na figura 15A.
De forma analoga, o tempo de permanéncia indicou um aumento significativo desse
pardmetro para o odor limdo, quando comparado a todos os demais odores

(P<0,01), [F(54)=6,88 : P<0,001] (figura 15B).
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FIGURA 15- RESULTADOS DO TESTE DE DETECCAO DE ODORES. Utilizado para determinacéo
da preferéncia por odores néo sociais. (A) Frequéncia (B) Tempo de permanéncia. Os valores foram
expressos como média + S.E.M. *P<0,05; ***P<0,001. ANOVA de uma via seguida de post hoc de
Newman-Keuls (n=11).
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5.2 EXPERIMENTO 2

Os resultados dos testes do campo aberto, indicaram que o grupo rotenona
apresentou um prejuizo motor significativo no primeiro dia, apos a infuséo dessa
neurotoxina, comparado aos outros dias (P<0,05), como indicado pelo fator tempo
[F(3,42)=4,41; P<0,01], porém nao pelo fator grupo [F(1,42)=0,93; P=0,35], com
interacao [F(3,42)=3,42; P<0,05], sugerindo uma resposta compensatoria ja visivel
no dia 7 ap6s a infusdo da rotenona (figura 16). Em paralelo, o teste de
discriminacéao olfatoria revelou que animais que receberam rotenona apresentaram
prejuizo olfatorio em todos os periodos avaliados (P<0,05 para todos os tempos)
mostrado pelo indice de discriminacgéo, indicado pelo fator grupo [F(1,36)=12,86;
P<0,01], fator tempo [F(3,36)=0,85; P=0,48], fator interacédo [F(3,36)=0,22; P=0,88]
sendo incapazes de diferenciar entre os dois compartimentos, figura 17. Para o
tempo de permanéncia houve diferenca para fator tempo [F(3,42)=4,41; P<0,01] e
interacdo [F(3,42)=3,68; P<0,05], porém nao para fator grupo [F(1,42)=0,93;

P=0,35].
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FIGURA 16- RESULTADOS DO CAMPO ABERTO. Variavel medida distancia em metros. Os
valores foram expressos como média + S.E.M. *P<0,05. ANOVA de duas vias seguida de post hoc
de Bonferroni (Sham n=10; rotenona n=6).
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FIGURA 17- TEMPO DE PERMANENCIA (S) AVALIADA PELO TESTE DE DISCRIMINACAO
OLFATORIA UTILIZADO ODOR FAMILIAR E NAO FAMILIAR E INDICE DE DISCRIMINACAO
(NAO FAMILIAR/FAMILIAR). (A) Comparagio do tempo de permanéncia entre 0s grupos Sham e
Rotenona no dia 1; (B) Comparacéo do indice de discriminagcéo entre os grupos Sham e Rotenona
no dia 1; (C) Comparac¢éo do tempo de permanéncia entre os grupos Sham e Rotenona no dia 7,
(D) Comparacao do indice de discriminacdo entre os grupos Sham e Rotenona no dia 7; (E)
Comparacado do tempo de permanéncia entre os grupos Sham e Rotenona no dia 14; (F)
Comparacao do indice de discriminacdo entre os grupos Sham e Rotenona no dia 14; (G)
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Comparacdo do tempo de permanéncia entre os grupos Sham e Rotenona no dia 21; (H)
Comparacao do indice de discriminagdo entre os grupos Sham e Rotenona no dia 21. Os valores
foram expressos como média + S.E.M. *P<0,05. ANOVA de duas vias seguida de post hoc de
Bonferroni (Sham n=10; Rotenona n=6).

5.2.1 Imuno-histoquimica para Tirosina Hidroxilase no Mesencafalo Ventral

A comparacao entre as densidades de neurdnios TH imunorreativos (TH-ir)
na SNpc entre os grupos sham e rotenona foi demonstrada através de estudo
imuno-histoquimico, apresentado na figura 26. Houve uma diminuicdo significativa
de aproximadamente 30% da populacdo de neurdnios TH-ir na SNpc do grupo

tratado com rotenona intranigral em comparacéao ao grupo sham (P<0,0001).
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FIGURA 18- DENSIDADE NEURONAL PARA NEURONIO TH IMUNORREATIVOS NA SNPC. (A)
Fotomicrografia representativa dos cortes com neurdnios TH-imunorreativos do grupo Sham; (B)
Fotomicrografia representativa dos cortes com neurdnios TH-imunorreativos do grupo Rotenona;
(C) Quantificacdo estimada por densidade dos neurdnios TH-imunorreativos na SNpc dos grupos.
Os valores foram expressos como média + S.E.M. **P<0,001. Teste t de Student e post hoc de
Mann Whitney.
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5.3 EXPERIMENTO 3

5.3.1 AVALIACAO DOS PARAMETROS MOTORES - TESTE DO CAMPO
ABERTO

Para avaliar a ocorréncia de possiveis alteragcdes no comportamento motor
foi realizado o teste do campo aberto, sendo os resultados apresentados na figura
19. Considerando os grupos que foram submetidos a PSP por 24 h (figura 19A),
nenhum grupo apresentou diferenca estatisticamente significativa para a
comparacao entre os periodos testados: basal e pds-privacdo, como revelado pelo
fator grupo [F(3,33)=1,86; P=0,16] e interacao [F(3,33)=1,59; P=0,21], porém com
diferenca significativa no fator tempo [F(1,33)=4,37; P<0,05]. Entretanto, a analise
dos grupos submetidos a 48 h de PSP (figura 19B), revelou haver um aumento
significativo da distancia percorrida pelo grupo sham PSP em comparagdo aos
grupos controle (sham e rotenona) e basal (sham e rotenona), p<0,05 para os dois
grupos controle e p<0,01 para os dois grupos basais, como indicado pelo fator
tempo [F(1,100) = 21,51; P<0,0001] e interacdo [F(3,100)=7,36; P<0,001], porém
nao para o fator grupo [F(3,100) = 2,35; P=0,08]. A figura 19C mostra a comparacao
entre os periodos de 24 h e 48 h de PSP em relagéo a esse resultado, observou-
se que o grupo sham PSP 48 h apresentou um aumento significativo da distancia
percorrida, quando comparado com o grupo sham PSP 24 h (P<0,0001), como

indicado pelo fator tempo tempo [F(3,99)=13,33; P<0,0001] e interagao
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[F(3,99)=6,34; P<0,001], porém néao pelo fator grupo [F(3,99)=0,20; P=0,90]. Esse
resultado associado ao tempo de privagdo também se refletiu na maior locomocéao
apresentada pelo grupo rotenona PSP 48 h quando comparado ao grupo sham PSP

24 h (P<0,05) e rotenona PSP 24 h (P<0,05) (figura 19C).

Os resultados do campo aberto na condi¢cdo de sono rebote indicaram que
nem a PSP de 24 h assim como a de 48 h ndo foram capazes de promover
alteracdes motoras significativas, como demonstrado pelos fatores tempo, grupo e
interagéo, [F(1,33)=1,16; P=0,29], [F(3,33)=0,47; P=0,71] e [F(3,33)=0,95; P=0,43]
respectivamente, para PSP de 24 h (figura 19D). E fatores tempo e interacao,
[F(1,50)=0,00; P=0,96], [F(3,50)=2,02; P=0,12] respectivamente, com significancia
para fator grupo [F(3,50)=2,99; P<0,05], para PSP de 48 h (figura 19E). A
comparacao estatistica desses resultados (PSP de 24h e 48 h) no periodo de
rebote mostrou ter havido uma restauracdo motora, quase completa, frente a
modulacdo causada pela PSP. A figura 19F compara os dois tempos de rebote (24
h e 48 h), mostra que ndo ha diferenca na distancia percorrida entre os grupos,
ANOVA de 2 vias com post hoc de Bonferroni ndo evidenciou efeito significativo
para nenhum dos fatores tempo [F(1,36)=0,16; P=0,69], grupo [F(3,36)=1,07;

P=0,38] ou interacéo [F(3,36)=0,37; P=0,77].
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FIGURA 19- DISTANCIA PERCORRIDA AVALIADA PELO TESTE DE CAMPO ABERTO. (A)
Comparacao entre os momentos basal e pds-privagdo de 24 horas; (B) Comparacdo entre os
momentos basal e pés-privacdo de 48 horas; (C) Comparacdo do momento pés-privacdo de 24
horas e 48 horas; (D) Comparacdo entre os momentos basal e pés-rebote de 24 horas; (E)
Comparacao entre os momentos basal e pés-rebote de 48 horas; (F) Comparagdo do momento pods-
rebote de 24 horas e 48 horas; (G) Comparacao entre momento pds-privagdo e momento rebote de
24 horas; (H) Comparacao entre momento pos-privagdo e momento rebote de 48 horas. Os valores
foram expressos como média + S.E.M. *P<0,05. ANOVA de duas vias seguida de post hoc de
Bonferroni. Para o momento basal sham n=74 e rotenona n=71. Para o momento PSP de 24 h sham
controle n=9, rotenona controle n=8, sham PSP n=11 e rotenona PSP n=9. Para o momento PSP
de 48 h sham controle n=27, rotenona controle n=22, sham PSP n=27 e rotenona PSP n=27. Para
0 momento rebote de 24 h sham controle n=9, rotenona controle n=8, sham REB n=11 e rotenona
REB n=9. Para 0 momento rebote de 48 h sham controle n=12, rotenona controle n=14, sham REB
n=12 e rotenona REB n=14.
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5.3.2 AVALIACAO DO DESEMPENHO OLFATORIO - TESTE DE
DISCRIMINACAO OLFATORIA

5.3.2.1 Teste de Discriminagéo Olfatoria — Odor familiar

Os resultados do teste de discriminagdo olfatéria comparando o tempo de
permanéncia entre o compartimento familiar e o ndo familiar estdo apresentados
nas figuras 20 e 21. A comparacao entre o momento basal e PSP 24 h evidenciou
que todos os grupos sham permaneceram por mais tempo no compartimento nao
familiar (P<0,0001). Diferente dos grupos rotenona que n&do demonstraram
preferéncia por algum dos odores, portanto, indicando prejuizo na discriminacao
olfatéria. O grupo sham controle apresentou uma preferéncia aumentada pelo odor
nao familiar comparado ao grupo rotenona basal (P<0,0001), rotenona controle
(P<0,0001) e rotenona PSP 24 h (P<0,0001). Ainda, o grupo sham PSP 24 h teve
uma preferéncia maior que o grupo rotenona PSP 24 h (P<0,0001) e grupo rotenona
controle (P<0,05). Para essas comparacOes observou-se que os fatores que
apresentaram significancia estatistica foram grupo [F(3,26)=12,69; P<0,0001] e
interacéo [F(3,26)=3,26; P<0,05], enquanto que o fator tempo nao [F(1,26)=3,84;
P=0,06]. Observa-se considerando o indice de discriminacdo (figura 20A), que o
grupo sham controle apresentou aumento na preferéncia pelo compartimento nao
familiar em comparagdo com o grupo rotenona basal (247% maior, P<0,0001),

maior preferéncia de 263%em relacdo ao grupo rotenona controle (P<0,0001) e
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299% para o grupo rotenona PSP 24 h (P<0,001). Além disso, o grupo sham PSP
24 h apresentou uma reducao de 111% na capacidade de discriminacéo olfatoria
em comparacado ao grupo sham controle (P<0,001), como indicado pelo fator tempo
[F(1,26)=12,63; P<0,01], grupo [F(3,26)=10,49; P<0,0001] e interacdo
[F(3,26)=4,22; P<0,05]. Ja o grupo rotenona PSP 24 h também apresentou uma
reducdo macica de 166% na capacidade de discriminacdo olfatéria quando

comparado ao grupo sham PSP 24 h.

A comparacéao entre os periodos basal e p6s-PSP 48 h evidéncia que todos
0S Qrupos permaneceram por mais tempo no compartimento nao familiar
(P<0,0001). O grupo rotenona basal apresentou menor preferéncia que 0s grupos
sham basal e sham controle (P<0,05 para as duas comparacdes), com significancia
estatistica para o fator grupo [F(3,90)=3,87; P<0,05] e tempo [F(1,90)=4,68;
P<0,05], mas nao para interacéo [F(3,90)=1,78; P=0,16]. A comparacédo do indice
de discriminagdo no momento basal e pés-PSP 48 h mostrou as mesmas
diferencas a cima citadas entre os grupos, o fator tempo apresentou significancia
estatistica [F(1,90)=18,06; P<0,0001] mas néo o fator grupo [F(3,90)=1,67; P=0,18]

e o fator interacao [F(3,90)=0,99; P=0,4] (figura 20B).

A comparacédo do tempo de permanéncia nos compartimentos familiar e ndo
familiar entre momento basal e pds-rebote de 24 h, mostrou que todos 0s grupos
apresentaram preferéncia pelo compartimento ndo familiar (P<0,0001). Ainda, o
grupo rotenona basal apresentou menor discriminacdo quando comparado ao

grupo sham basal (P<0,05). Mas ndo mostrou significancia para os fatores tempo,
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grupo e interacao, [F(1,33)=0,53; P=0,47], [F(3,33)=1,64; P=0,20] e [F(3,33)=1,08;
P=0,37] respectivamente. Para a variavel indice de discriminacdo na comparacao
entre 0S mesmos momentos revelou-se que houve menor diferenciacdo entre os
compartimentos para o grupo rotenona basal (69%) em comparacdo com Sham
basal (188%) (P<0,05), como mostrado na figura 20A. O fator tempo apresentou
significancia [F(1,33)=4,33; P<0,05], mas nao o fator grupo [F(3,33)=1,81; P=0,16]

nem o fator interacéo [F(3,33)=0,81; P=0,5].

Para o tempo de permanéncia entre os compartimentos no momento basal
e poés-rebote de 48 h todos os grupos diferenciaram entre os compartimentos
(P<0,0001), nenhum dos fatores apresentou significancia, grupo [F(3,35)=2,34;
P=0,09], tempo [F(1,35)=0,02; P=0,90] e interacdo [F(3,35)=0,9; P=0,19]. O indice
de discriminacdo entre o momento basal e pds-rebote de 48 h mostrou que sham
basal diferenciou mais (124%) os compartimentos que rotenona basal (p<0,0001)
e rotenona controle, 135% (P<0,05), também apresentou significancia estatistica
apenas para o fator grupo [F(3,35)=2,81; P=0,06], com tempo [F(1,35)=2,97,

P=0,09] e interacéo [F(3,35)=0,19; P=0,9] (figura 20B).

Também foi realizada a comparacao entre 0 momento pés-PSP e pds-rebote
de 24 h (figura 20A) utilizando o indice de discriminacdo. O grupo sham controle
PSP (326%) apresentou maior porcentagem de discriminacdo que o grupo sham
controle rebote (120%), P<0,01, os grupos sham rebote (109%) e rotenona rebote
(83%), P<0,01 para ambos 0s grupos; e ainda rotenona controle rebote (124%),

P<0,05. Na comparacao entre 0S mesmos momentos o fator grupo apresentou
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significancia [F(3,26)=6,04; P<0,001] e interacao [F(3,26)=3,18; P<0,05], mas nao
o fator tempo [F(1,26)=2,06; P=0,16]. Na figura 20B as mesmas comparacdes
foram realizadas para os grupos que passaram pela PSP 48h e respectivo rebote,
e ndo demonstraram significancia entre todos fatores grupo [F(3,35)=0,81; P=0,5],

tempo [F(1,435)=0,45; P=0,51] e interacédo [F(3,35)=0,98; P=0,42].
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FIGURA 20- INDICE DE DISCRIMINACAO (NAO FAMILIAR/FAMILIAR) AVALIADO PELO TESTE
DE DISCRIMINAGCAO OLFATORIA UTILIZADO ODOR FAMILIAR E NAO FAMILIAR NOS TEMPOS
24H E 48H. (A) Comparacédo do indice de discriminacdo entre os momentos basal, pds-privacao e
pos-rebote de 24 horas; (B) Comparacgéo do indice de discriminagdo entre os momentos basal, pos-
privacéo e pés-rebote de 48 horas. Os valores foram expressos como média + S.E.M. Comparacéo
com sham basal, 2P<0,05; Comparagdo com rotenona basal, °P<0,05; "*®P<0,0001; Comparagéo
com o controle do préprio grupo, ¢°P<0,001; Comparacdo com o comtrole do outro grupo, 99P<0,001
e 9ddp<0,0001; Comparagdo com o outro grupo PSP, €¢P<0,001; Comparacdo indicada pelo tracado,
“P<0,05. ANOVA de duas vias seguida de post hoc de Bonferroni. Para o momento basal sham n=67
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e rotenona n=61. Para o momento PSP de 24 h sham controle n=8, rotenona controle n=6, sham
PSP n=10 e rotenona PSP n=7. Para o0 momento rebote de 24 h sham controle n=9, rotenona
controle n=8, sham rebote n=11 e rotenona rebote n=9. Para o momento PSP de 48 h sham controle
n=24, rotenona controle n=19, sham PSP n=25 e rotenona PSP n=26. Para 0 momento rebote de
48 h sham controle n=9, rotenona controle n=8, sham rebote n=10 e rotenona rebote n=12.

E finalizando esse experimento, foi realizada a comparacéo dos indices de
discriminacéao entre os grupos PSP 24 h e PSP 48 h (figura 21A). Observou-se
diferencas estatisticas para o fator grupo [F(3,26)=10,17; P<0,0001], porém nao
para o fator tempo [F(1,26)=2,02; P=0,17] ou interacao [F(3,26)=1,98; P=0,14],
observou-se, portanto, maior discriminacdo entre os compartimentos para o grupo
sham controle PSP 48 h em comparacao com o grupo rotenona PSP 24 h (P<0,05).
Quando realizou-se a mesma comparagdo entre 0S grupos que passaram pelo
rebote por 24 horas ou 48 horas (figura 21B), ndo houve diferenca significativa nos
dois fatores grupo [F(3,32)=0,49; P=0,69], tempo [F(1,32)=0,1; P=0,75] ou

interacéo [F(3,32)=0,57; P=0,64].
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FIGURA 21- INDICE DE DISCRIMINACAO (NAO FAMILIAR/FAMILIAR) AVALIADO PELO TESTE
DE DISCRIMINAQAO OLFATORIA UTILIZADO ODOR FAMILIAR E NAO FAMILIAR,
COMPARACAO ENTRE OS DOIS TEMPOS DE PSP E REBOTE. (A) Comparacdo do indice de
discriminagdo entre os momentos pés-privacdo de 24 horas e 48 horas; (B) Comparacédo do indice
de discriminag&o entre os momentos pds-rebote de 24 horas e 48 horas. Os valores foram expressos
como média + S.E.M. Comparagdo com rotenona PSP 24 h, *P<0,05. ANOVA de duas vias seguida
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de post hoc de Bonferroni. Para 0 momento PSP de 24 h sham controle n=8, rotenona controle n=6,
sham PSP n=10 e rotenona PSP n=7. Para o0 momento PSP de 48 h sham controle n=24, rotenona
controle n=19, sham PSP n=25 e rotenona PSP n=26. Para o momento rebote de 24 h sham controle
n=9, rotenona controle n=8, sham rebote n=11 e rotenona rebote n=9. Para 0 momento rebote de
48 h sham controle n=9, rotenona controle n=8, sham rebote n=10 e rotenona rebote n=12.

5.3.2.2 Teste de Discriminacdo Olfatéria Modificado — Odor limao

Os resultados do teste de discriminacéao olfatéria modificado, quando o odor
limédo foi colocado em um compartimento e agua foi colocado no outro estédo

resumidos nas figuras 22 e 23.

Comparando-se o momento basal e pds-PSP 24 h, encontrou-se preferéncia
por um dos compartimentos nos grupos do periodo basal e controles do periodo
privagdo (P<0,0001) para sham e rotenona basal e sham controle; P<0,05 para
grupo rotenona controle). Os grupos sham PSP 24 h e rotenona PSP 24 h nao
foram capazes de discriminar o odor liméo, e apresentaram pior desempenho que
0os grupos sham basal (P<0,001 e P<0,05, respectivamente) e sham controle
(P<0,0001 para os dois grupos). O grupo sham controle também apresentou maior
preferéncia pelo compartimento com odor limdo comparando-se com rotenona
controle (P<0,001). Ainda o grupo rotenona basal preferiu o0 compartimento inodoro,
apresentando padrao de preferéncia diferente com os grupos sham basal, sham
controle e rotenona controle (P<0,0001, P<0,0001 e P<0,05, respectivamente). Os
trés fatores foram modulados significativamente, grupo [F(3,27)=7,48; P<0,001],
tempo [F(1,27)=4,66; P<0,05] e interacédo [F(3,27)=5,07; P<0,001]. Para o indice de

discriminacéao, figura 22A, o grupo sham controle (86%) foi capaz de diferenciar
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melhor o odor limdo que os grupos rotenona basal (P<0,001), rotenona controle
(P<0,05), sham PSP (P<0,0001) e rotenona PSP (P<0,0001), com magnitudes de
12% e 27%, respectivamente para os dois primeiros grupos comparados. Os
grupos PSP ndo apresentaram desvio do indice com relacdo ao limiar de
discriminacdo. O grupo sham basal apresentou maior discriminacdo, com
magnitude de 87%, em comparacdo com 0s grupos rotenona basal (P<0,0001) e
os dois grupos PSP, sham e rotenona (P<0,001 e P<0,05, respectivamente). Para
essa andlise houve diferenca em relacdo ao fator grupo [F(3,27)=6,28; P<0,05],

tempo[F(1,27)=6,51; P<0,05] e interacédo [F(3,27)=3,99; P<0,05].

Comparando-se o tempo de permanéncia entre os compartimentos nos
momentos basal e p6s-PSP 48 h, apenas o0s grupos basais diferenciaram entre os
compartimentos. Porém o grupo sham basal preferiu permanecer por mais tempo
no compartimento com odor limdo (P<0,0001), enquanto que o grupo rotenona
basal preferiu o compartimento inodor (P<0,0001). O grupo sham basal apresentou
melhor discriminacdo olfatéria que os grupos rotenona basal (P<0,0001), sham
controle (P<0,05), rotenona controle (P<0,001) e sham PSP (P<0,05). Houve
diferencas nos trés fatores grupo [F(3,101)=6,40; P<0,0001], tempo [F(1,101)=5,35;
P<0,05] e interacéo [F(3,101)=5,06; P<0,001]. O indice de discrimina¢ao confirmou
esses dados, figura 22B. O grupo sham basal discriminou melhor os
compartimentos, 75% melhor que o grupo rotenona basal (P<0,0001), 73% melhor
gue o grupo sham controle (P<0,001), 86% melhor que o grupo rotenona controle
(P<0,001) e 66% melhor que o grupo sham privado (P<0,001). Ainda, apresentou

diferenca entre os grupos rotenona PSP e rotenona basal (P<0,001) e sham
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controle (P<0,05). Os fatores grupo e interacdo ndo apresentaram diferencas
[F(3,101)=1,35; P=0,26] e [F(3,101)=1,95; P=0,13], respectivamente, mas teve para

o fator tempo [F(1,101)=8,09; P<0,001].

Comparando-se o tempo de permanéncia nos compartimentos entre 0s
momentos basal e pds-rebote 24h. No momento rebote ndo houve discriminacao
entre 0s compartimentos, apenas 0s grupos basais discriminaram (P<0,0001). E
houve diferenca entre o grupo sham basal e os grupos rotenona basal (P<0,0001),
sham rebote (P<0,0001) e rotenona rebote (P<0,005). Houve diferencas entre os
fatores grupo [F(3,31)=2,83; P<0,001], tempo [F(1,31)=8,30; P<0,001] e interacéo
[F(3,31)=5,7; P<0,05]. Similarmente, o indice de discriminacdo reforcou este
achado, mostrando que apenas o grupos sham basal discriminou no minimo 70%
melhor entre os compartimentos que todos 0s outros grupos, os resultados obtidos
para os fatores grupo [F(3,31)=1,18; P=0,33], tempo [F(1,31)=1,73; P=0,20] e

interacéo [F(3,31)=0,67; P=0,58], figura 22A.

Para o tempo de permanéncia nos compartimentos nos momentos basal e
pos-rebote 48 h ndo ha significancia estatistica para a discriminagcdo no momento
pés-rebote, tendo assim apenas diferengcas no momento basal. Assim o grupo sham
basal teve melhor discriminagcdo que os grupos rotenona basal (P<0,0001),
rotenona controle (P<0,05) e rotenona rebote (P<0,05). Por esse motivo houve
diferenca para os fatores tempo [F(1,43)=4,91; P<0,05] e grupo [F(3,43)=3,74;
P<0,05], mas ndo para a interacdo [F(3,43)=1,6; P=0,2]. Na figura 22B esta

ilustrada a comparacéo utilizando o indice de discriminacdo, que também mostrou
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apenas maior magnitude de discriminacdo para o grupo sham basal quando
comparado com os outros grupos. Nao foi observado diferencas entre os fatores
grupo [F(3,43)=0,74; P=0,42], tempo [F(1,43)=1,55; P=0,23] e interacao

[F(3,43)=0,56; P=0,65].
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FIGURA 22- INDICE DE DISCRIMINACAO (LIMAO/AGUA) AVALIADO PELO TESTE DE
DISCRIMINAGAO OLFATORIA MODIFICADO UTILIZADO ODOR LIMAO E AGUA NOS TEMPOS
24H E 48H. (A) Comparacéo do indice de discrimina¢do entre os momentos basal, pés-privacéo e
pos-rebote de 24 horas; (B) Comparacédo do indice de discriminacao entre os momentos basal, pés-
privacdo e pés-rebote de 48 horas. Os valores foram expressos como média + S.E.M. Comparacéo
com sham basal, 2P<0,05; 22P<0,001; 222P<0,0001; Comparacédo com rotenona basal, P°P<0,001;
Comparagao com controle do proprio grupo, °°P<0,0001; Comparagéo o controle de outro grupo,
dP<0,05 e 99dp<0,0001; Comparagdo indicada pelo tracado, **P<0,001. ANOVA de duas vias
seguida de post hoc de Bonferroni. Para 0 momento basal sham n=67 e rotenona n=61. Para o
momento PSP de 24 h sham controle n=8, rotenona controle n=6, sham PSP n=10 e rotenona PSP
n=7. Para 0 momento rebote de 24 h sham controle n=9, rotenona controle n=8, sham rebote n=11
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e rotenona rebote n=9. Para o momento PSP de 48 h sham controle n=24, rotenona controle n=19,
sham PSP n=25 e rotenona PSP n=26. Para o momento rebote de 48 h sham controle n=9, rotenona
controle n=8, sham rebote n=10 e rotenona rebote n=12.

A comparacdo entre 0 momento pos-PSP 24 h e seu respectivo rebote
considerando a discriminacdo dos odores limdo e agua encontra-se na figura 22A.
O grupo sham controle PSP apresentou maior preferéncia (86%) que 0s grupos
sham controle rebote (12%), rotenona controle rebote (6%), sham rebote (13%) e
rotenona rebote (6%), com P<0,001 para todas as comparacdes, confirmando
esses achados houve significancia para o fator grupo [F(3,26)=3,31; P<0,05] e
interagcédo [F(3,26)=2,97; P<0,05], porém nao para o fator tempo [F(1,26)=3,75;
P=0,06]. Quando foram realizadas as mesmas comparac¢des para os grupos PSP
48 h e seu respectivo rebote ndo foram encontradas diferencas significativas entre
os fatores grupo [F(3,42)=0,32; P=0,81], tempo [F(1,42)=0,36; P=0,55], e interacao

[F(3,42)=0,00; P=0,99] como mostrado na figura 22B.

Finalmente, foi realizada a comparacao do indice de discriminagéo entre os
grupos PSP 24 h e os grupos PSP 48 h, figura 23A. Houve diferencas considerando
o fator tempo [F(1,27)=6,84; P<0,05], grupo [F(3,27)=3,52; P<0,05] e interacdo
[F(3,27)=3,6; P<0,05], ndo havendo diferenciacdo significativa de compartimentos
entre 0s grupos nesses testados. Também realizou-se essa comparagao entre 0s
grupo rebote por 24 h e 48 h, ndo encontrou-se diferenca significativa nos fatores
grupo [F(3,31)=0,8; P=0,5], tempo [F(1,31)=0,38; P=0,54] e interacdo

[F(3,31)=0,42; P=0,74], figura 23B.
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FIGURA 23- INDICE DE DISCRIMINACAO (LIMAO/AGUA) AVALIADO PELO TESTE DE
DISCRIMINACAO OLFATORIA UTILIZADO ODOR LIMAO E AGUA, COMPARACAO ENTRE OS
DOIS TEMPOS DE PSP E REBOTE. (A) Comparac¢do do indice de discriminacdo entre os
momentos pés-privacéo de 24 horas e 48 horas; (B) Comparac¢éo do indice de discriminacdo entre
0s momentos pds-rebote de 24 horas e 48 horas. Os valores foram expressos como média £ S.E.M.
ANOVA de duas vias seguida de post hoc de Bonferroni. Para 0 momento PSP de 24 h sham
controle n=8, rotenona controle n=6, sham PSP n=10 e rotenona PSP n=7. Para o momento PSP
de 48 h sham controle n=24, rotenona controle n=19, sham PSP n=25 e rotenona PSP n=26. Para
0 momento rebote de 24 h sham controle n=9, rotenona controle n=8, sham rebote n=11 e rotenona
rebote n=9. Para 0 momento rebote de 48 h sham controle n=9, rotenona controle n=8, sham rebote
n=10 e rotenona rebote n=12.
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6 DISCUSSAO

Este estudo avaliou o desempenho olfatério e motor de ratos submetidos a
administracao intranigral de rotenona e a PSP de forma isolada ou conjuntamente.
De maneira ampla, nossos resultados mostram que tanto a lesdo da via
nigroestriatal quanto a PSP nos tempos testados foram capazes de produzir efeitos
importantes no desempenho olfatério dos ratos. O segundo experimento definiu
uma janela temporal para a realizacdo da metodologia de PSP, figuras 16 a 18,
excluindo-se os prejuizos motores decorrentes do periodo de recuperacéo da lesédo
da via nigroestriatal. Observou-se que 0s animais apresentavam recuperacao
motora total no 7° dia, assim esse dia foi escolhido para o inicio da PSP. Esse
achado corrobora com outro estudo que também utilizou rotenona, porém com
administracdo intraperitoneal (MORAIS et al. 2012). Com rela¢@o a motricidade, no
experimento 3, pudemos observar que 0S grupos no momento basal néo
apresentavam diferencas no parametro de distancia percorrida, figura 19, e que
apenas a PSP de 48 h gerou aumento significativo desse parametro para 0s grupos
sham e tendéncia para rotenona (submetidos a PSP), em relacdo aos grupos
controle. Esse aumento da motricidade € um achado que indica o surgimento da
supersensibilidade dopaminérgica classicamente gerada pela PSP (TUFIK et al.
1978; NUNES et al. 1994; LIMA et al. 2008). Nunes e colaboradores (1994), através
de um estudo de neuro-imagem de encéfalos de ratos, encontraram aumentos

consistentes na densidade de receptores dopaminérgicos, principalmente D2, no
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estriado e nacleo accumbens apdés PSP de 96 h, e ainda tendéncia de aumento no
tubérculo olfatorio. Esses achados mostram o efeito da PSP no sistema
dopaminérgico, explicando essa alteragcdo no comportamento motor. Observa-se,
ainda, que esse efeito € dependente do tempo de PSP, sendo mais evidente com
o periodos mais longos de PSP, como 96 h, por exemplo (TUFIK et al. 1978; LIMA

et al. 2008; DOS SANTOS et al. 2013).

Com relacdo ao desempenho olfatorio, o teste de discriminacao olfatéria
utilizando odor familiar pareceu ser mais sensivel a essas alteracbes que a
utilizacao do odor néo social selecionado (lim&o), embora os prejuizos tenham sido
evidentes nos dois testes. A andlise do segundo experimento mostra os efeitos
isolados associados aos prejuizos olfatérios oriundos da lesdo da SNpc produzida
pela administracdo de rotenona, figura 17. Essas alteracBes ficaram evidentes
guando aplicamos na analise os célculos que permitiram estabelecer os indices de
discriminacéao olfatéria, que se mostraram reduzidos em todos os tempos testados
apos as lesdes com rotenona. Entretanto, como no primeiro dia apés a rotenona
ainda observa-se um forte viés motor (figura 16), podemos inferir que o prejuizo
olfatério encontrado a partir do sétimo dia configurar-se-ia como puramente de

natureza olfatoria.

No terceiro experimento observamos tais prejuizos dentro do paradigma da
PSP, através da nao diferenciacdo entre compartimentos e proximidade do limiar
de discriminagdo nos graficos do indice de discriminacédo, figuras 20 a 23. No

momento basal (7° dia) houve diferenca entre grupos rotenona e sham,
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confirmando que a perda neuronal dopaminérgica per se foi suficiente para
promover prejuizos significativos nos dois tipos de odores testados, odor do préprio
animal (figura 20) e limdo (figura 22). Os grupos sham apresentaram melhor
desempenho no momento basal, tanto no teste de discriminacgéo olfatoria com odor
familiar quanto no teste modificado. Enquanto que a perda de 30% dos neurénios
dopaminérgicos da SNpc, confirmada no experimento 2, foi suficiente para gerar
prejuizos na discriminacdo entre os odores (familiar e ndo familiar; liméo e agua)

no grupo rotenona, figura 18.

Em nosso estudo pudemos observar que a lesdo da via nigroestriatal foi
capaz de piorar o desempenho olfatorio em 124%, sugerindo que a SNpc também
possa ser responsavel por algum nivel de modulacdo sobre a olfacdo. Nesse
sentido, observa-se que a administracdo de levodopa sistemicamente € capaz de
gerar melhora no desempenho olfatério em ratos (PAVLIS et al. 2006). Outro estudo
que utilizou administracéo sistémica de agonistas e antagonistas de receptores D1
e D2, encontrou mudancas nas respostas olfatorias (YUE et al. 2004). Tanto os
agonistas D1 quanto os antagonistas D2 melhoraram o desempenho olfatério,
enquanto que os antagonistas D1 e agonistas D2 geraram prejuizo severo na
discriminagdo de odores em ratos. Os mecanismos que pelos quais a vias

dopaminérgicas influenciam a olfacéo ainda néo foram esclarecidos.

Devemos atentar também para o fato de que a dimenséo da lesdo alcangada
neste experimento (figura 18), mimetiza estagios subclinicos da DP, lembrando que

a literatura aponta para lesfes a cima de 60% da SNpc para o surgimento da
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sintomatologia motora (BRAAK et al. 2004), assim a olfacdo parece ser mais
sensivel a extensées menores de lesdo neuronal dopaminérgica nesta regido. Essa
hipotese explicaria seu surgimento precoce e importante papel no diagndéstico da

DP (PONSEN et al. 2010).

Quanto ao desempenho olfatério apés a PSP, apenas do grupo sham
apresentou piora com odor familiar (figura 20), o prejuizo dos grupos rotenona se
manteve estavel, embora pareca haver uma tendéncia de piora pela reducéo
observado nos indices, sendo que o periodo rebote foi capaz de reverter esse
prejuizo, para o teste com odor familiar, como mostrado na figura 20. Com 48 h de
PSP os animais ndo apresentam prejuizos relevantes, sendo mantida a resposta
no periodo rebote. Nesses animais até mesmo o0 grupo controle ndo manteve a
piora encontrada no momento basal. Contrariamente, com o odor liméo, a PSP de
48 h manteve o prejuizo olfatério, porém esse prejuizo foi visto também nos grupos
controles, indicando uma possivel habituacdo que se manteve no periodo rebote.
Comparando-se os tempos diferentes de PSP podemos observar indicios de que
as respostas sejam diferentes, como pode ser visualizado no perfil do gréafico
apresentado na figura 22B. Esses achados mostram que a olfacdo também sofreu
influéncia da PSP, isso pode ser explicado pelo fato que a PSP induz uma
supersensibilidade de receptores dopaminérgicos, principalmente da familia D2
(TUFIK et. al, 1978). Esses receptores como ja foi discutido estéo relacionados com
a piora da olfacéo (YUE et al., 2004). O desempenho motor apos a PSP de 48 horas

de PSP, mostrado na figura 19B, confirma que os animais do grupo sham e
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rotenona apresentam sinais de hipersensibilidade dopaminérgica, que foi revertida

apos o periodo de rebote.

A PSP parece modular de forma mais branda os prejuizos olfatérios quando
comparado com a magnitude do efeito observado pela perda neuronal na SNpc,
figuras 20 a 23. Mas é inegavel que a privacao tenha efeito, devido as diferencas
na resposta observada apdés o rebote, principalmente com odores sociais. Os
diferentes tempos de privacdo, também geraram diferentes respostas. Assim, o
efeito do tempo pode ser observado também supersensibilidade dopaminérgica nas

estruturas olfatorias.

Sobre o padrao de preferéncia, de forma geral os animais preferiram o odor
nao familiar e o odor liméo, diferente do estudo de Soffié e Lamberty (1988), que
utilizou esse teste pela primeira vez. Neste estudo, foi encontrada preferéncia pelo
odor familiar. Carr et. al. (1976) e Prediger et. al. (2005) também demonstraram a
preferéncia pelo compartimento com odor familiar. O interessante é que o grupo
rotenona basal apresentou inversdo na preferéncia, indicando que o odor liméo
tornou-se aversivo para 0s animais rotenona. Esse odor foi selecionado a partir do
experimento 1, visto que a preferéncia pelo mesmo foi incontestavel, como mostra
a figura 15. Essas diferencas podem ter ocorrido por diferengas na execug¢ao do
teste, no presente estudo optamos por colocar a arena do teste no fluxo laminar,
diminuindo a interferéncia de odores externos aos testes. Somando-se a isso, esta
a diferencga na captacao e armazenamento do cepilho. Devido a utilizacéo a técnica

de plataforma Unica, nédo foi possivel recolher o cepilho para o teste no momento
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poOs-privacao. Por isso em todos os experimentos os animais foram isolados no 5°
dia e o cepilho foi recolhido no 7° dia (permaneceu por 48 h para a impregnacao do
odor) e armazenado. Em todos os momentos foi utilizado este cepilho recolhido no
7° dia. Propomos que essas diferencas tenham levado a mudanca da preferéncia

no teste de discriminacgéo olfatoria.

De maneira geral os nossos achados mostram que a SNpc esta envolvida,
de forma relevante, com a olfacédo, assim como a PSP que se mostrou capaz de
induzir prejuizos olfatérios. Esses achados inéditos, até onde nos consta, mostram
a importancia da relacao desses mecanismos aqui apresentados. A perda neuronal
dopaminérgica de 30% na SNpc, que mimetiza estagios prodrémicos,
isoladamente, foi suficiente para promover prejuizos significativos no desempenho
olfatério. A PSP gerou supersensibilidade dopaminérgica, que pode estar
relacionada principalmente por mecanismos dependentes dos receptores D2, como
mostrado por Nunes e colaboradores (1994), que parecem modular negativamente
a funcéo olfatoria. Esses resultados abrem caminhos para uma nova abordagem
tanto do ponto de vista fisiopatoldgico quanto terapéutico, no que diz respeito a DP.
Novos estudos serdo necessarios para permitir maiores avancos no que diz

respeito & neurobiologia do sistema olfatorio e sua regulacdo pelo sistema

dopaminérgico, particularmente no contexto da DP e de seus modelos animais.
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7 CONCLUSOES

O desempenho olfatorio foi prejudicado tanto a lesdo da via nigroestriatal

quanto pela PSP em ratos.

¢ A motricidade nédo foi alterada pela perda dopaminérgica a partir do sétimo
dia apds a administracédo da droga, porém a PSP de 48 h gerou aumento da
distancia percorrida para o grupo sham, sugestivo de hipersensibilidade
dopaminérgica;

e Os efeitos na morte neuronal na SNpc apresentaram uma magnitude de
30%, e foram suficientes para promover um pior desempenho olfatério
comparando com o grupo sham,;

e A PSP per se foi capaz de piorar o desempenho olfatorio do grupo sham, o
grupo rotenona se manteve prejudicado para o teste de discriminacdo com
odor familiar e liméo. O sono rebote foi capaz de reverter o prejuizo no teste
de discriminacdo com odor familiar. O odor lim&o nao foi tdo sensivel as

alteracOes geradas pela PSP.
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Abstract: Parkinson’s disease (PD) is the second most common newrodegenerative disease afflicting about 1% of people
over 65 years old and 4-5% of people over 85 years. It is proposed that a cascade of deleterious factors is set in motion
within that neuron made not of one, but rather of multiple factors such as free radicals, excitotoxicity, neuroinflammation,
and apoptosis to cite only some of the most salient. In this scenario. chrome systemic mflammation. as well as impaired
mitochondrial metabolism. have also been suspected of playing a role i the development of type-2 diabetes, and the
possibility of a shared pathophysiology of PD and fype-2 diabetes has been proposed. The discussion about the
iferactions between PD and type-2 diabetes mellitus began in the 1960°s and there is still controversy. Insulin and
dopamine may exert reciprocal regulation hence; hypoinsulinaemia induced by streptozotocin decreased the amounts of
dopamine fransporter and tyrosine hydroxylase transcripts in the substantia nigra pars compacta. Accordingly, dopamine
depletion m the stmatum 1s able to decreases msulin signaling in basal ganglia, indicating that, perhaps. PD may be
considered as a risk factor for the development of fype-2 diabetes mellitus. In this sense, it is described that peroxisome
prohferator-activated receptor-y, ATP-sensitive K channels, AMP-activated profein kmase. glucagon-like peptide-1 and
dipeptidyl peptidase-4 are important therapeutic targets for PD and reinforces the association with diabetes. Therefore, the
objective of the present review is to contextualize the nmwitual pathophysiological interactions between PD and type-2
diabetes mellitus, as well as the potential common treatments.

Kevwords: Dopamine, Treatment, Peroxisome proliferator-activated receptor-y, Type-2 diabetes mellitus, Parkinson s disease.

INTRODUCTION

Parkinson’s disease (PD) is the second most common
neurodegenerative disease afflicting about 1% of people over
65 years old and 4-5% of people over 85 years. Typically,
PD 1is the result of the degeneration of neurons in the
substantia nigra pars compacta (SNpc), which leads to the
subsequent reduction of dopaminergic input to the striatum.
Moreover, there 15 a degeneration of neurons of selected
brain stem nuclei (locus coemuleus, raphe nuclei, dorsal
motor nucleus of the vagus). cortical neurons (particularly
within the cingulated gyrus and the entorhinal cortex), the
nucleus basalis of Meynert and of pregangliomic sympathetic
and parasvmpathetic neurons. In the soma of these neurons,
the existence of intracellular proteinaceous inclusions, called
Lewy bodies and Lewy neurites, mainly composed of -
synuclemn, have been observed [1]. The characteristic
distribution of these aggregations is considered to be the
most classical neuropathological hallmark of PD.

Several reports discuss that the mechanism of neuronal
death in PD starts with an otherwise healthy dopaminergic
neuron being hit by an etiological factor, such as mutant «-
synuclein. Besides, type-2 diabetes mellitus, chronic renal
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failure, past bramn isults, or genetically determined
differences i drug metabolism were also suggested as a nisk
factor for PD [2. 3]. Also, the coexistence of dopaminergic
nevrons and insulin receptors in the SNpc reinforce the
occurrence of a direct association between the two diseases
[4. 5] There are various ways in which a shared
pathogenesis of diabetes, dementia, and PD may occur. One
15 that there might be an underlying disorder of
mitochondrial bioenergetics, manifest in pancreatic beta-
cells and adipose tissue; this might be attributable to limited
activation of peroxisome proliferator-activated receptor-y
(PPAR.-y), PPAR coactivator-lo (PGCla) and its link to
AMP kinase in the SNpc and dopaminergic neurons [6].
Another overlapping cytotoxic disorder 1s that of abnormal
protein folding [7, 8] which is associated with amylin-
derivative effects on pancreatic beta-cells in diabetes. the
neurodegenerative tavopathies (hyperphosphorylation of tau,
low levels of soluble tau) [9], the formation of amyloid
precursor protein (characteristic of Alzheimer’s disease) and
with synuclemopathies i  neurodegenerative  disorders
characterized by neuvrofibrillary aggregates of «-synuclein
protein in neurons and ghial cells in PD [10].

Studies with animal models have reinforced this
proposition indicating that dopaminergic drugs influence
insulin production, mnsulin resistance, and glycaemic control.
For instance,  intracerebroventricular  delivery  of
bromocriptine, a potent D2 receptor agonist, improved
insulin sensitivity in hamsters [11]. These findings suggest
that dopamine (DA) activity in the brain contributes to

© 2014 Bentham Science Publishers
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peripheral insulin-mediated glucose metabolism. Insulin and
DA may exert reciprocal regulation: for example,
mtracerebroventricular delivery of insulin increased the
amounts of DA transporter mRNA and activity in the SNpc
and in D8 cells [12]. By contrast, hypoinsulinaesmma mduced
by streptozotocin decreased the amounts of DA transporter
and tyrosine hydroxylase (TH) transcripts mn the SNpc [13].
Consistent with these findings, hypoinsulinaemia resulting
from streptozotocin-induced diabetes has been shown to
decrease basal DA concentrations and amphetamine-induced
DA overflow in the mesolimbic pathway [14].

However. scarce well-controlled human studies have
been done in recent vears. which make the topic very
elusive. Interestingly. some drugs used to treat PD, such as
3.4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA), induce
hyperglycaemia and hypermsulinaemua, whereas others, such
as bromocriptine, may increase insulin sensitivity [15]
These effects may obfuscate the interpretation of studies in
which insulin function is assessed in treated patients
Although. clinical data suggest impaired glucose tolerance
and insulin dysregulation characterize many patients with
PD, few recent studies have carefully described the specific
pattern of dysregulation, nor has a solid case been made for
the role of nsulin dy'srcgulatmn independent of
hyperglycaemia [16]. Thus, 1s still intriguing the potential
neuroprotective and/or neurorestorative mechanisms elicited
by hypoglycem.lc agents. Therefore, the objective of the
present review 15 to contextualize the mutual
pathophysiological interactions between PD and type-2
diabetes mellitus, as well as the potential common
treatments.

PATHOPHYSIOLOGY
MELLITUS

OF TYPE-l DIABETES

Several events contribute to the maintenance of glucose
homeostasis i the body and, thus, may be associated with
type-2 diabetes mellitus. However, three pathophysiological
events are classically identified as responsible for the
development of disease: insulin resistance, f-cell secretory
dysfunction and increased glucose production by the liver
[17-19]. Followimng, there is a brief description of those
events.

Insulin Resistance

Insulin resistance is the event which consists of a poor
transport of glucose from the blood vessels to target tissues,
causing an increase in the concentration of blood glucose
[20]. This resistance to insulin 15 observed in adipocytes, in
the liver (as will be described later in more detail), and
especially in muscle [19, 21, 22] Several factors have been
suggested as responsible for increased insulin resistance by
target tissues. It 1s known that adipocytes from individuals
with diabetes or obesity are resistant to anti-lipolytic activity
of insulin, which contributes to the increase of free fatty
acids in plasma [23, 24]. Studies have shown that elevated
concentrations of plasma free fatty acids increases the msulin
resistance in muscle and liver and also decrease insulin
secretion [24, 25]. Furthermore, the accumulation of
triglvecerides in liver and muscle appears to contribute to the
msulin resistance [26]. This has recently been called
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lipotoxicity [24]. The relationship between obesity and
diabetes has been the subject of numerous studies and has
been mncreasingly demonstrated the influence of obesity on
type-2 diabetes mellitus [27, 28]

Other studies have shown that a decrease in the number
of mitochondria in muscle or an impaired function of these
may contribute to increased msulin resistance [29, 30]. At
the cellular level, proteins that are part of the signaling
cascade responsible for the mflux of glucose in the target
tissues are also indicated as having influence on the increase
of msulin resistance [22]. The insulin receptor substrate
plays an important role in the cascade of signaling events
that occurs after insulin binding to receptor in muscle [31].
In individuals with diabetes, the phosphorylation of the
insulin receptor substrate and its activity are decreased,
which is highly related to a decrease in the activity of
glycogen synthase and a decrease in glucose transport into
the muscle [32, 33].

p-Cell Dysfunction

It 15 still unclear the mechanisms that underlie the
decreased secretion by B cells. It 15 hypothesized that the
occurrence of a decrease 1n the mass of these cells. observed
even in subjects with normal glucose tolerance, may
contribute to the reduced secretion. This decrease is caused
by apoptosis due to the presence of high blood glucose
(glutoxicity) or a large amount of free fatty acids
(lipotoxicity) [34. 35]. In addition, it 1s observed that
amyloid plaques are present in the p cells of individuals with
diabetes and these plaques are able to destroy cells and
eliminate their secretory activity [36]. These plaques consist
of sets of islet associated polypeptide, that emerge from a
normal protein which is co-secreted by the [ cells with
insulin and 15 maintained in the granules of insulin [36 37
A complementary explanation for the B-cell apoptosis 1s due
to toxic oxygen species (mainly produced in  the
mitochondna), which are excessively produced during the
course of disease [38].

Increase in Glucose Production by the Liver

In normoglycemic mdividuals in a fasting situation, there
are a production of glucose by the liver which accounts for
approximately 85% of the glucose produced by the full body
[22]. This glucose 1s used by the nervous system,
internalized by the liver and gastrointestinal tract and also by
muscle [22, 39]. When glucose ingestion occurs, insulin is
secreted and inhibits hepatic glucose production [22. 40, 41].
During diabetes. insulin resistance occurs in the liver, and
has not been observed a decrease in endogenous glucose
production [42]. In a fasting situation, this can still be
compensated by the high amount of insulin secreted in
patients  with mild diabetes (fasting hyperglycemia
=140mg/dl) [43]. In subjects with moderate diabetes (fasting
hyperglycemia of 140-200mg/dl) there is an increase in
endogenous glucose production, which further increases the
glucose concentration in blood during fasting [22, 43].

The production of glucose by the liver 1s primarnly by
gluconeogenesis or glycogenolysis [41]. Some nisk factors
are contributors to an increase m gluconeogenesis as
hvperglucagonemia, increased sensitivity to glucagon,
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imcreased free fatty acids oxidation and decreased insulin
sensitivity [22]. Some studies also showed increased activity
of enzymes that regulate gluconeogenesis and glucose output
from the liver [44, 45].

TYPE-2 DIABETES MELLITUS AND PARKINSON'S
DISEASE - PATHOPHYSIOLOGICAL
INTERCONNECTIONS

Several studies have shown the presence of insulin
receptors in numerous bram regions such as the cerebral
cortex, choroid plexus, hypothalamus, hippocampus,
olfactory regions, amygdaloid complex. entorhinal cortex,
cerebellum, SNpc. among other regions [46, 47]. Despite
that prevalence of receptors, the role of insulin in the brain is
far from being completely understood. It is reported that
insulin acts in the brain by increasing the level of blood
glucose, decreasing food intake and body weight [48, 49].
Other actions are also mentiomed: neurotrophic role [50].
mcrease of activity of choline acetyl transferase [51].
influence on the development of cholinergic and
dopaminergic neurons [52] and increase in neurotransmitters
release [53]. Abbott and colleagues [54] demonstrated the
presence of insulin receptor substrate, tyrosine kinase p53-
p58, and insulin receptor in the synapses within the
hippocampus and cerebellum. suggesting a signaling role for
msulin.

Clinical Perspective

According to neuroimaging studies, there are three
predominant structural alterations found in the brain’s
patients with diabetes: white matter lesions, lacunar infarcts
and cortical atrophy [55, 56]. Flmcnoua]l}f, it has been
demonstrated a cognitive decline in diabetic patients [57,
58]. which has enabled a frequent association between
diabetes and Alzheimer's disease [59-61]. Furthermore,
diabetes 1s also often associated with cerebrovascular
diseases such as stroke [62-64].

Historically, the discussion about the inferactions
between PD and type-2 diabetes mellitus began in the 1960°s
and there is still controversy with conflicting results in the
literature. El'ner and Kandel [65]. in 1965, observed that
parkinsonian patients had a deficiency 1in glucose
metabolism. In 1971, Van Woert and Mueller [66] found that
parkinsonian patients had a delay in the release of msulin,
and Bovd [67] noted that the dopaminergic deficiency could
cause inhibition of the acute response of insulin secretion
after glucose exposure. In the 1970°s, 1t was characterized
the occurrence of a glucose intolerance through the analyses
of 56 parkmsonian individuals who had not started treatment
with (L-DOPA) [68]. Drug-induced parkinsonism (a largely
known cause of PD) coexists with higher rates of diabetes
mcidence, compared to equivalent control subjects [69].
suggesting that diabetes may be a nsk factor for drug-
induced parkinsonism. Besides, deep brain sttmulation of the
subthalamic nucleus was capable of increase the misk of
developing diabetes [70]. Moreover, Takahashi et al [71]
and Moroo et al. [72] observed that patleuts with PD, which
have a decrease in dopaminergic neurons in the SNpc, also
exhibit a decrease in insulin receptor immunoreactivity in the
same region.
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However, data from two large cohorts of PD involving
530 cases of 171.879 people accompanied by approximately
23 years suggested that PD risk 1s not significantly related to
the history of diabetes [73]. Moreover, a study conducted n
Japan found that patients with diabetes had a lower incidence
of PD compared with normoglycemmc patients [74]. In
addition. 1t was reported, by analysis of UK-based General
Practice Research Database between 1994 and 2005, that the
nisk for developing diabetes i1s lower in PD patients that
make use of L-DOPA [75]. Despite the discrepant results, it
15 noteworthy the existence of a commeon pathophysiological
wnterconnection between these two diseases. Besides, it
should bear in mind that considering an etiological
perspective, PD and diabetes are both chronic diseases
related to aging and some pathogenic processes may be
common to both conditions due to this perspective.

Commeon Pathophysiological Mechanisms

Studies with animal models of diabetes indicated an
increase in the transport of insulin to the brain [76]. arguing
the data that described an inhibitory effect of glucose on the
transport of insulin to this tissue [77]. Interestingly. in
hypomsulinemic rats the levels of TH mRNA appears to be
changed (increased in noradrenergic neurons and decreased
in dopaminergic neurons) compared to controls [78]. Thus,
hypomsulinenmia incremented the noradrenaline transporter
mRNA, whereas the DA transporter did not differed from the
control group [78). Furthermore, the use of streptozotocin or
alloxan generated an increment in the sensitivity of
dopaminergic receptors. p'1rt1c111'1rly D2, within the stnatum,
accessed by the increase in the [3H] spiperone binding [79].
Complementanily, the insulin treatment reversed the
increased sensitivity mitially obtained by the animal models.
Together, this evidence suggests that insulin mediates a
pronounced role in regulating the synthesis and uptake of
these monoamines, especially in dopaminergic neurons of
the nigrostriatal system.

Umnilateral injections of 6-hydroxidopamine (6-OHDA) in
the striatum produced increases in serum levels of msulin
and also an mncrease in insulin resistance [80]. However, the
authors found that this lesion was not able to cause insulin
resistance 1in muscle nor did it affect glucose tolerance. The
neurotoxin 1-methyl-4phenyll. 2 3 6-tetrahydropyridine
(MPTP). which mimics PD [81, 82], 1s capable of inhibiting
complex I (NADH dehydrogenase CoQ) mitochondrial
respiratory chain [83]. This inhibition decreases ATP
production and increases the release of free radicals, leading
to neuronal death observed in dopaminergic neurons in the
SNpc of PD patients [84]. A wvariety of proteins that act in
mitochondnia have been studied and appear to be involved in
the development of parkinsonism. such as Parkin, PTEN-
induced putative kimase 1. DJ-1. a-synuclein (see [85]).
Remarkably, several studies also attribute to an altered
mitochondna function the development of diabetes [86-88].
Hence, dysfunctions in these enzyme complexes constitute
an important interconnection between PD and diabetes.

Neuwroinflammation process, another factor that
contributes to PD, leads to a greater mitochondrial stress,
with a release of reactive oxygen species, activation of
microgha and release of pro-inflammatory cytokines such as
nitric oxide and tumor necrosis factor-o [89]. Concerning
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diabetes, studies have shown that acute and chronic
mflammation causes insulin resistance. Pro-inflammatory
cytokines including IL-6 and tumor necrosis factor-o, which
are secreted from leukocytes during inflammation, appear to
be involved in this situation [90].

The PGCla 1s an important regulator of enzymes
mvolved mn mitochondrial respiration. The reduction in the
expression of the PGCIa gene and mitochondrial respiratory
nuclear factor-1 are molecular markers of insulin resistance
[21]. Indeed. it was detected a cytosine hypermethylation of
PPAR-y and PGCla in diabetic subjects. (using whole
genome promoter methylation analysis of skeletal muscle)
[92]. Methylation levels were negatively correlated with
PGCla mRNA This methylation, which may be genetic or
environmental-induced, was increased by the presence of
tumor necrosis factor-o and by the presence of free fatty
acids [92]. In the opposite. parkin interacting substrate 1s a
repressor protein of PGClo expression and its regulation 1s
increased in patients with PD. Thus, PGCla appears to be
associated with greater protection against dopaminergic cell
death induced by rotenone [93, 94].

Finally, some studies revealed that the blockade of
angiotensin receptors could reduce the incidence of PD [95,
96]. The treatment with angiotensin-converting enzyme
inhibitors showed that there is a protection against the loss of
dopaminergic neurons in animal models of MPTP and 6-
OHDA, due to a decreased binding between angiotensin-IT
and 1ts receptor AT1 [97-99]. This binding activates the
NADPH oxidase complex, which leads to an increase in
reactive oxygen species (ROS) [97-99]. Concerning diabetes,
studies indicated a relation between renin-angiotensin system
and the disease, because local mcreases in the levels of
angiotensin-II resulted in msulin resistance [100-102].

COMMON MOLECULAR THERAPEUTIC TARGETS
- EVIDENCE FROM PHARMACOLOGICAL
TREATMENTS

Over the past few decades a large core of data originating
from clinical studies, autopsy materials, and in vifre and in
vive experimental models of PD has been accumulated,
which led us to begin to have some level of understanding of
the pathogenesis of sporadic PD [103]. Available data would
argue that the mechanism of neuronal death in PD starts with
an otherwise healthy dopaminergic neuron being hit by an
etiological factor, such as mutant &-synuclein. Subsequent to
this mitial event, 1t 15 proposed that a cascade of deleterious
factors 1s set in motion within that neuron made not of one,
but rather of multiple factors such as free radicals,
mitochondrial dysfunction, excitotoxicity, neuroinflammat-
ton, and apoptosis to cite only some of the most salient. Still
based on this proposed scenario, all of these noxious factors
will interact with each other to ultimately provoke the
demise of the injured neuron [104]. In this sense, PPAR-y
seems to be a key playver in mediating neuroprotective
activity against oxidative stress in PD [105, 106]. However,
other drugs that interact with different molecular substrates,
mitially related to type-2 diabetes mellitus are emerging as
potential neuroprotective strategies for PD as well (Table 1).

PPAR-y 15 a
monocyte/macrophage

receptor  expressed i cells of
lineage including brain resident
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microgha, and also i1s highly expressed in various brain
regions such as striatum, SNpe. cortex and hippocampus
[107]. PPAR-y agonists, such as rosiglitazone and
pioglitazone (both members of thiazolinediones class -
widely used to treat type-2 diabetes mellitus) are related to
increase the expression of nuclear encoded subunits

responsible for the mitochondrial respiratory chain, reversing
the mitochondrial damage in PD [108, 109].

In addition, pioglitazone treatment led to reduction of
inducible nitric oxide (INOS)-positive activated microglia in
the SNpc [107]. Inhibition of iINOS expression may be
responsible for the neuroprotective effect of the PPAR-y
ligand pioglitazone. This was confirmed by [110], that
pioglitazone anti-inflammatory mechanism 1s by activating
PPAR-y, mnactivation of microgha and also reduction
expression of iNOS induction. Accordingly. PPAR-y
activation is also involved in the neuroprotection conferred
by pioglitazone agamst MPTP-induced damage i mice and
rats. Purportedly, this mechanism involves inhibition of the
monoamine oxidase B [111]. Paradoxically, acute but not
chronic treatment appeared to be more efficient to restore
DA levels [112] Possibly because pioglitazone has been
shown to enhance basal glucose uptake by regulation of
glucose transporters in the peripheral tissue [113, 114]. In
contrast to the SNpc, striatal glucose uptake remains
unchanged or is even reduced in MPTP-treated primates and
rodents [115, 116]. 1t 1s also conceivable that differences in
glucose metabolism or the higher energy demand of the
striatal nerve terminals compared with the SNpc cell bodies
[117] could make the striatum more vulnerable to MPTP
toxicity and mask the protective effect of pioglitazone [112,
118].

In the neurownflaimmatory PD model mduced by
lipopolysacchande [119, 120], 1t i1s observed that
pioglitazone decreased inflammatory response by the
reduction of microglial activation, as well as decrease of
oxidative stress and enabling restoration of mitochondrial
function. Furthermore, dopamunergic neuronal death in the
midbramn was reduced after pioglitazone treatment [121,
122]. Complementarily, in vifro studies demonstrated that
pioglitazone also reduced prostaglandin E2 synthesis by
mhibiting cyclooxygenase-2 expression [123]. Likewise,
rosiglitazone also possess neuroprotective properties against
toxicity mduced by MPTP [124]. In addition, in vifro data
revealed that rosiglitazone generated a protective effect on
SH-SYS5Y cells of human neuroblastoma against toxicity
induced by acetaldehyde or 1-methyl-4-phenylpyridinium by
attenuating ROS formation and inducing superoxide
dismutase and catalase activity [125. 126]. Interestingly. the
concomitant treatment with rosiglitazone and an selective
antagomist of PPAR-y (GW9662) did not inhibit the
neuroprotective effects elicited by the PPAR-y activation,
suggesting that the anti-oxidant activity of glitazones does
not necessarily requires PPAR-y activation [127].

Another class of dmugs widely used to treat type-2
diabetes mellitus 1s the sulfonylureas, such as glibenclanuide,
tolbutamine and glipizide. These medications lowers blood
glucose levels by stimulating insulin secretion, through the
binding with high affinity sulfonyvlurea receptor-1 and
blocking ATP-sensitive K* channels (KATP), from
pancreatic beta cells. Inhibition of KATP results in
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Tablel. Type-2 Diabetes Mellitus and Parkinson’s Disease: Common Therapeutic Targets
Hypoglveaemic Agent Animal Model Species/Cell Tvpe Effects References
1. Pioghtazone attenuated MPTP-
Pioglitazone (20 — S induced ghal activabion ) I
me'ke/day - oral) MPTP (15 mg'kg - IF) C37BL/6 mice 3 Prev the DA cell loss in fhe Breidert, 2002 [103]
SNpe
Pioeli 20 1. Inactivation of microgha and anti-
r;j%\_;?dza‘jff @ MPTP (30 mg/ks - IF) C5TBL/6 mice inflammatory action Dehmer, 2004 [106]
s 2. Expression reduced of iNOS
1. Pioglitazone reduces microglial
Pioglitazone (1uM and LPS (5 ng/ml—40 pg/ml Neuron-glia cultures from activation 2. Decrease of NMing, 2007 [119]

10 pM - cell culture) for 72 I - cell culture)

ventral mesencephalic tissues

prostaglandin E2 synthesis by
mhibiting COX2 expression

Pioghtazone (20 mg'kg -

twice a day) Mouse

MPTP (30 mekg - SC)

1. Inhibitory effect on MAQ-B,
blocking

the conversion of MPTP to the toxic
metabolite MPP* 2. Prevent TH-
posttive cells loss mdnced by LPS

Quinn, 2008 [107]

Fosiglitazone (10 uM - MPP™ (10 pM - in culture

Human neuroblastoma SH-

1. Showed anti-oxidative properties

by reducing ROS formation and Tung, 2007 [122]

1n culture mediumm) medium} SYS5Y cells nducing SOD and catalase activity 2.
Also had anti-apoptotic properties
Fosiglitazone (10 mg’kg | 3 orp (25 mgkg - IF) Mouse 1. Reduced microglia over expression Carta, 2011 [127]

and nigrostriatal degeneration

Glibenclamide (10 pm - Pmacidil in the presence of
in culture medium}) Rotenone (20 pm - in , - 5 glibenclamide had the protective - a0
Pinacidil (10 pm - in culture medium}) SHSYSY cell PC1D cell effect reduced and cell death Tai, 2002 [129]
culture medium) Increased
Glibenclamide (30 . .
) 1. Potentiated the reduction of DAT
eleaiday - 7 wasks - 0 meke - 5 - L2
?Pilg day - 2 weeks MPTP (20 me/ke - IF) Mouse and TH expression induced by MPTP Kou, 2006
6-0OHDA (8 pg/d plof
saline - into the right i )
Exedina4 (01 and05 | medial forebrain bundle ) 1. Reversed the loss of extracellular Harkavyi, 2008
ks - IP) LPS (2 ue/? ul saline - into Rat DA and amrested the establish mgral [137]
HEXE BB S lesions induced by 6-OHDA and LPS
the substantia nigra pars !
compact)
1. Improvement of peripheral insulin
Vildagliptin (3 . . ) sensitivity, increase GLP-1 levels in Pipatpiboon, 2012
mg'kg/day - 12 weeks) hught-fat diet Rats plasma and brain and decreased brain [139]
F.OS production
MPTP (20 mg'kg at 2h 1. Activation of AMPE exerts a
B mtervals, total dosage 80 Mouse protective effect against the Chet, 2010 [132]
mgkg - IP neurotoxic effects of MPP™.

membrane despolarization. opemng of voltage-sensitive
calcium channels and increase intracellular calcium influx,
which by exocytosis releases msulin [128]. Even though
KATP are widely existent in pancreatic cells, they are also
present 1n cardiac and skeletal muscle cells, and neurons of
the central nervous system [129]. Indeed, in the brain these
channels are expressed in the cortex. basal ganglia,
hippocampus, hypothalamus [130], and especially the
striatum which contains a significant density of KATP [131].

The employment of glibenclamide in the MPTP model of
PD showed a synergic reduction of striatal TH and DA
transporter expressions raising the hypothesis that genetic
abnormalities in the KATP expression in the basal ganglia
could result in a predisposition factor for the development of
PD, especially after a chronic treatment with sulfonyvlureas

[132]. By contrast, the activation of KATP by the agonist
pmacidil demonstrated protective effects agamnst the
rotenone and MPTP-induced toxicity [133] However,
pinacidil in the presence of glibenclamide had that protective
effect weakened, suggesting that activation of KATP 1s a
potential target for neuroprotective strategies in PD [133].

In addition, another therapeutic strategy that is emerging
from this approach relies on the activation of AMP-activated
protein kinase, which is responsible in controlling cellular
energy homeostasis, as well as glucose uptake m muscle,
inhibition of hepatic glucose production, and also hepatic
and muscle lipids metabolism [134, 135]. Metformin is the
prototypical dmug that acts according to this mechanism
hence, counteracting the I1-methyl-4-phenylpyridininm
neurotoxicity [136]. Perhaps. the combination of metformin
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and sulphonylureas may be useful for both type-2 diabetes
mellitus and PD due to their potential synergic
neuroprotective effects.

The control of glucose homeostasis 1s made from several
hormones including insulin, glucagon, amylin. and incretins.
The incretin dysfunction, along with a number of other
complications has been reported as a contributor factor to the
pathogenesis of diabetes mellitus [137]. The incretin effect
was shown to be primarily due to the secretion of glucagon-
like peptide-1 (GLP-1) and glucose-dependent insulinotropic
polvpeptide. The GLP-1 agonists produce similar effects to
endogenous GLP-1. and are resistant to degradation by
dipeptudyl peptidase-4 (DPP-4). Inhibitors of this enzyme
mcrease  the endogenous GLP-1 by preventing its
degradation [138]. Thus, there are two incretin based
therapies that are used for the treatment of diabetes mellitus:
GLP-1 agomists and antagonists of DPP-4 [139]. Activation
of GLP-1 by an agomst, such as exedine-4. 15 reported to
prevent the death of dopaminergic neurons in the 6-OHDA
and hipopolysaccharide models of PD [140, 141]. In another
study with exedine-4, 1t was found that this agonist was able
to induce a recovery of locomotor function in the 6-OHDA
PD model by an mereased number of TH and vesicular
monoamine transporter-2 in neurons within the nigrostriatal
system [142]. Ccmplement'uily, vildagliptm (a DPP-4
mhibitor) was shown to improve neuronal peripheral
resistance to msulin, learmning, memory and mmproving on
cerebral mitochondnal function [143].

NUTRITIONAL PROTECTIVE STRATEGY

Numerous food groups and specific nutrients have been
mvestigated as factors related to a high or low nisk of PD.
According to a population-based study, the prevalence of PD
1z generally lower in East Asian regions (e.g. China, Taiwan
and Japan) than in Western regions (e.g Furope and the
United States) [144]. Sinularly, diabetes mellitus is one of
the most rapidly growing disease worldwide, and 15 a prime
cause of morbidity and mortality in Western populations
[145]. Based on this scenario, more attention has recently
been given to dietary habits considering that as a
neuroprotective strategy. A prospective study based on food
questionnaires answered by 131368 participants revealed
that intake of Mediterranean diet (tr'ldlnoually composed of
vegetable, fruit and fish) was mversely associated with
mcidence of PD cases after 16 vears of follow-up [146]. The
neuroprotection effect of omega-3 polyunsaturated fatty acid
has been discussed extensively in amimal models, and its
brain content directly affects numerous key elements of the
dopaminergic systems such as D2 receptor, wvesicular
monoamine transporter-2. nuclear receptor related-1 protein,
DA and TH immunoreactive neurons [147-151].

Considering that patients with type-2 diabetes mellitus
may present an inherited defect in mitochondral oxidative
phosphorylation and reduced ATP production by 30% [152]
it has been proposed that prolonged dietary restriction (DE)
may represent a  proteciive  strategy both  to
neurodegenerative diseases, including PD [153] as well as
diabetes [154]. In this sense. damage to dopaminergic
neurons and associated motor dysfunction are markedly
reduced in the MPTP mouse model of PD that were
maintained on alternate-day DR (-30% less food) [155].
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Therefore, some alternatives have been proposed to explain
these beneficial effects of DR. One possible mechanism is
based on the fact that most oxyradicals in cells are produced
i mitochondria during the process of oxidative
phosphorvlation. Since less glucose would be available to
mitochondria mn cells of DR animals, fewer oxyradicals

would be produced [156].

In order to mvestigate the effects of dietary and exercise
mtervention, a study involving 577 glucose tolerance
subjects miroduced to their participants a diet contaming 25-
30 kcalkg body weight, 55-65% carbohydrate, 10-15%
protein, and 25-30% fat, and were encouraged to consume
more vegetables, control their intake of alcohol, and reduce
their intake of simple sugars. The follow-up period of 6
vears revealed that the diet, exercise, and diet plus exercise
interventions were respectively associated with 44%, 41%,
and 46% reductions in risk of developing type-2 diabetes
mellitus compared to control group (ﬁ?%) [157]. In addition,
i a recent study adult C57BL/6 mice were fed a high-fat
diet (60% kcal) for 8 weeks prior to MPTP exposure. This
fed caused significant gained weight (+41° o), developed
insulin resistance and a systemic immune response
characterized by an increase in circulating leukocytes and
plasmatic cytokines that are responsible to exacerbated
effects of MPTP on striatal TH (23%) and dopamine levels
(32%). indicating that diet-induced obesity is associated with
a reduced capacity of nigral dopaminergic termunals to
handle with MPTP-induced neurotoxicity [158].

Furthermore, compelling evidence suggests that dietary
components may modulate inflammatory and oxidative
processes. Arpinine, omega-3 polyunsaturated fatty acid,
fibers, magnesium, and other phytochemicals are associated
with decreased wmflammation [159]. Regarding the
polyphenols, including flavonoids. phenolic acids, and
resveratrol (presents i food such as tea, coffee, wine. cocoa,
cereal grams, sov and fiuits), recent studies showed that their
intake were able to normalizes hyperglvcemia, ameliorate
mnsulin resistance and decrease the risk of tvpe-2 diabetes
mellitus [160-163]. In the recent years this line of research
also contemplated PD, since it was revealed that dietary
oxyresveratrol elicited potent neuroprotective effects on 6-
OHDA neurotoxicity by attenuating the caspase-3-like
activity and suppressing the generation of intracellular ROS
[164]. Evidence also suggests that flavonoids may express
neuroprotection because its  ability to  inhibit  the
inflammation through an attenuation of microglial activation
and associated cytokine release, 1INOS expression. nitric
oxide production and NADPH oxidase activity (see [165]).

EXERCISE AS APROTECTIVE STRATEGY

The increasing number of studies on physical exercise
shows the beneficial effects promoted by these activities in
PD and type-2 diabetes mellitus. Chronic physical exercise
stmulates the development of new born neurons. perhaps
preventing or delaying the onset of cogmitive decline
observed during the aging [166, 167]. The mechanisms
engaged by the exercise are reported as increased
neurogenesis and angiogenesis, increased blood flow in
cortical and subcortical regions, increased expression of
brain-derived neurotrophic  factor, mcreased glucose
utilization, increased resistance to the production of ROS,
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decreased oxidative damage to protemns and to DNA and
mamtenance of mitochondrial activities [168, 169].

It has been shown that exercise could promote a
neuroprotection against the dopamunergic lesioms, through
mereases in DA levels and neurotrophic factors (such as glial
derived neurotrophic factor and brain-derived neurotrophic
factor) in models of PD in mice [170] Besides. exercise 1s
able to modulate the brain redox balance and preserve the
content of essential stmatal proteins, such as the
sarcoplasmatic reticulum calcium-ATPase. according to
results obtained from the 6-OHDA PD model [170]. In
addition, exercise increases the PGCla expression causing a
potent suppression of ROS production [171]. Longer periods
of exercise (8 weeks of endurance tramning) caused up-
regulation of PGCla, sirtuin and increased the mitochondrial
DNA content in several brain regioms, suggesting the
occurrence of anti-oxidative mechamsms and mitochondrial
biogenesis [171].

CONCLUSION

Despite the fact that some studies have failed to find
associations between PD and type-2 diabetes mellitus,
numerous evidence strongly support the existence of
common pathophysiological mechanisms between these
diseases. Accordingly, it 15 debated that DA depletion within
the striatum is able to decreases insulin signaling in basal
ganglia, indicating that perhaps PD may be considered as a
risk factor for the development of diabetes. In this sense, 1t 15
suggested that PPAR-y. KATP, AMP-activated protein
kinase, GLP-1 and DPP-4 as a result of thewr described
connections in PD and diabetes are important targets for
neuroprotective and perhaps neurorestorative therapeutics.
Also 15 noteworthy to mention the nutritional and exercise
strategies as valvable tools for the maintenance and
prevention of the life quality of PD and type-2 diabetes

mellitus patients.

ABBREVIATIONS

KATP = ATP-sensitive K channels

L-DOPA= 3 4-dihydroxyphenylalanine

DPP-4 = Dupeptidyl peptidase-4

DA = Dopamine

6-OHDA= 6-hydroxydopamine

GLP-1 = Glucagon-like peptide-1

INOS = Inducible nitric oxide

MPTP = 1-methyl-4-phenyl-1.2 3 6-tetrahydropyridine
PD = Parkinson’s disease

PPAR-y = Peroxisome proliferator-activated receptor-y
PGCla = PPAR coactivator-la

ROS = Reactive oxygen species

SNpc = Substantia nigra pars compacta

TH). = Tyrosine hydroxylase
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