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RESUMO 

 

A Doença de Parkinson (PD) é uma doença de grande implicação em saúde pública, pois 
acomete cerca de 1% da população idosa e gera altos gastos com o tratamento. 
Atualmente, o tratamento medicamentoso se baseia na combinação de L-3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) com agonistas dos receptores dopaminérgicos. A principal 
desvantagem da terapia medicamentosa é o desenvolvimento de refratariedade e de efeitos 
colaterais incapacitantes, como discinesia e fenômeno on-off. Modalidades terapêuticas 
cirúrgicas foram, portanto, desenvolvidas, como técnicas ablativas (talamotomia, 
palidotomia), estimulação encefálica profunda (EEP) e transplante de células embrionárias 
dopaminérgicas. Atualmente a EEP é o padrão-ouro no tratamento da PD refratária ao 
tratamento medicamentoso. É proposto que a modulação do STN (núcleo subtalâmico) 
restabeleça o equilíbrio na circuitaria dos gânglios da base (GB), diminuido a 
excitotoxicidade glutamatérgica ao striatum. EEP é uma terapia sintomática, a qual promove 
uma melhora transitória dos sintomas motores responsivos à dopamina. Por outro lado, o 
transplante celular oferece uma abordagem tecidual restauradora constituindo uma 
estratégia promissora no tratamento da PD, por tratar-se de um tratamento possivelmente 
curativo. Um fator limitante ao uso rotineiro de transplantes neuronais é a baixa taxa de 
sobrevida das células dopaminérgicas transplantadas.  
Este estudo investiga o impacto da lesão do STN e/ou da ZI (Zona Incerta), ambas 
realizadas anteriormente ao transplante de células embrionárias provenientes do 
mesencéfalo ventral, na taxa de sobrevida das células dopaminérgicas e na resposta 
funcional motora. Com este objetivo, PD foi induzida pela injeção unilateral de 6-OHDA (6-
hidroxidopamina) no feixe prosencefálico medial (FPM) de ratos, os quais foram separados 
em três grupos. O primeiro grupo foi submetido ao transplante estriatal de células 
embrionárias. Os outros dois grupos receberam injeção de ácido quinolínico no STN e/ou na 
ZI onze semanas antes do transplante, causando uma lesão parcial destas estruturas. Um 
quarto grupo (grupo controle puro), no qual nenhuma intervenção cirúrgica foi realizada, foi 
utilizado para comparar os efeitos dos procedimentos cirúrgicos com animais intactos. Após 
cada intervenção cirúrgica, testes comportamentais foram realizados, a fim de isolar o efeito 
de cada procedimento. Foi observado que no grupo submetido à lesão parcial do STN 
combinado ao transplante, obteve-se um aumento de 106% na taxa de sobrevida das 
células transplantadas comparado ao grupo submetido somente ao transplante. O grupo no 
qual a lesão parcial da ZI foi realizada, a taxa de sobrevida foi aumentada em 147% 
comparado ao grupo que recebeu o transplante como intervenção única. Adicionalmente, na 
bateria de testes comportamentais realizada após o transplante, o resultado da rotação 
induzida por apomorfina e dos testes comportamentais espontâneos foi superior no grupo 
submetido à lesão parcial do STN quando comparado ao grupo somente transplantado. 
Estes dados sugerem que a lesão parcial do STN e/ou da ZI possa ter reduzido a 
excitotoxicidade e logo optimizado o ambiente neuroquímico estriatal, aumentando a taxa de 
sobrevida das células transplantadas. Apesar de apresentar contagem celular semelhante 
ao grupo submetido à lesão parcial do STN, os ratos nos quais apenas a ZI foi lesionada 
não apresentaram melhora significativamente superior ao grupo somente transplantado nos 
testes comportamentais pós-transplante. Estes dados sugerem a existência de outros 
mecanismos envolvidos na melhora funcional motora. A combinação da supressão do STN 
com a terapia celular restauradora se revelou factível e de efeito sinérgico. Hipotetiza-se ser 
esta uma possível técnica para refinar o manejo da PD. Há necessidade de mais estudos a 
fim de investigar a aplicabilidade clínica da terapia combinada, incluindo o papel de outros 
métodos de modulação do STN (e.g. EEP) acoplado ao transplante celular como uma 
possível abordagem inovadora no tratamento da PD refratária. 
 
 
 
Palavras-chave: lesão do núcleo subtalâmico, doença de Parkinson, 6-OHDA, transplante 
de células embrionárias, lesão da Zona Incerta.  



ABSTRACT 

 

Parkinson’s disease (PD) has a great implication on public health. It affects approximately 
1% of the elderly and involves high expenses with its treatment. Currently the drug-based 
treatment is based in the combination of L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) with 
dopamine receptors agonists. The principal disadvantage of the medical therapy is the 
development of refractoriness and disabling side-effects, i.e. dyskinesia and on-off 
phenomenon. Surgical modalities were, therefore, developed, e.g. ablative techniques 
(thalamotomy, pallidotomy), deep brain stimulation and embryonic dopaminergic cell 
transplantation. Currently, deep brain stimulation is the gold standard in the treatment of 
cases refractory to medication. It is proposed that the STN (subthalamic nucleus) modulation 
restores the equilibrium in the basal ganglia circuitry and reduces the excitotoxic 
glutamatergic input to the striatum. Deep brain stimulation is a symptomatic therapy, which 
promotes a transitory improvement of the dopamine-responsive motor symptoms. On the 
other hand, cell transplantation is a tissue restorative approach and represents a promising 
strategy in the treatment of PD, since it is a possible curative treatment. A limiting factor to 
the routine use of neuronal grafts is the poor dopaminergic cell survival.  
This study investigates the impact of a STN and/or ZI (Zona Incerta) lesion, both performed 
prior to ventral mesencephalic embryonic cell transplantation in the dopaminergic cell 
survival and motor functional outcome. For this purpose, unilateral PD was induced by 
unilateral injection of 6-OHDA (6-hydroxydopamine) into the medial forebrain bundle of rats, 
which were assigned into three groups. The first group underwent ipsilateral embryonic cell 
grafting into the striatum. The other two groups received quinolinic acid injection into the STN 
and/or ZI eleven weeks prior to transplantation, causing a partial lesion of these structures. A 
forth group (naive control group), in which no surgical intervention was performed, was used 
to compare the effects of the surgical procedures with intact animals. After each surgical 
intervention, behavioural tests were performed to isolate the effect of each procedure. It was 
observed that in the group that received a partial STN lesion combined with the graft, cell 
survival was boosted in 106% compared to the group that received solely the transplantation. 
The group in which a partial ZI lesion was performed the cell survival was enhanced in 147% 
compared to the group with transplantation as single intervention. Moreover, in the 
behavioural tests after transplantation, the results of apomorphine-induced rotation and 
spontaneous behavior tests were ameliorated on the STN-lesioned group to a greater extent 
than on the grafted only group. These data suggest that the STN and/or ZI partial lesion 
could reduce the excitotoxicity and therefore optimize the striatal neurochemical environment 
and promote an improvement in cell survival. Despite exhibiting similar cell counting 
compared to the group that received partial STN lesion, the rats in which only the ZI was 
lesioned, did not show significant greater improvement in the behavioural tests following 
transplantation compared to the grafted-only group. This data suggest the existence of other 
mechanisms involved in motor functional recovery. The combination of STN suppression and 
cell therapy revealed to be a feasible technique with synergic effect. More studies are 
required in order to investigate the clinical application of the combined approach including 
the role of other methods of STN modulation (e.g. deep brain stimulation) coupled to cell 
transplantation as an innovative approach in the treatment of refractory PD. 
 
 
Key-words: subthalamic lesion, Parkinson’s disease, 6-OHDA, embryonic cell 
transplantation, Zona Incerta lesion. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A PD é uma síndrome neurodegenerativa causada pela perda neuronal 

progressiva na substância negra (SN) a qual leva a um déficit dopaminérgico no 

striatum. Estudos recentes demonstraram que a PD caractariza-se por uma 

disfunção monoaminérgica múltipla, incluindo déficits dos sistemas dopaminérgicos, 

colinérgicos, serotoninérgicos e noradrenérgicos (TEIVE, 2005). Estima-se que a 

prevalência em países desenvolvidos seja de aproximadamente 1% na população 

acima de 60 anos. Os mecanismos que induzem a perda neuronal na doença de 

Parkinson ainda são desconhecidos. Acredita-se que mutações genéticas, defeitos 

metabólicos, estresse oxidativo e toxicidade por glutamato estejam envolvidos.  

O STN provê parte do input glutamatérgico ao striatum (PAUL et al., 2004). 

Por sua vez, na PD, a depleção dopaminérgica no striatum induz uma desinibição do 

STN pela via indireta. Portanto propõe-se que a modulação do STN possa 

reestabelecer o equilíbrio na circuitaria dos gânglios da base (ALEXANDER e 

CRUTCHER, 1990; DELONG, 1990). Este dado é corroborado por estudos clínicos e 

experimentais nos quais a supressão do STN, seja por lesão ou por EEP, melhorou 

os sinais motores observados em pacientes e em modelos animais de PD 

(CARVALHO e NIKKHAH, 2001; PAUL et al., 2004; TIR et al., 2007).  Outros 

estudos, entretanto, demonstraram que a lesão total do STN pode induzir déficits 

motores e cognitivos em ratos submetidos ao modelo animal unilateral de 6-OHDA 

(HENDERSON et al., 1999).  

Estudos avaliando o efeito neuroprotetivo da lesão do STN realizada 

anteriormente à lesão estriatal terminal através da neurotoxina 6-OHDA indicou que 

a supressão do STN preveniu a perda neuronal na SN (PIALLAT et al., 1996). O 

efeito da combinação da inibição do STN com o transplante de células embrionárias 
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dopaminérgicas no striatum continua inexplorado. É proposto que a inibição do STN 

possa influenciar a sobrevida das células transplantadas pela diminuição do input 

glutamatérgico ao striatum denervado.  

Embora a EEP do STN represente atualmente o padrão-ouro no tratamento 

da PD refratária ao tratamento medicamentoso, resultados clínicos favoráveis foram 

também obtidos com a estimulação de contatos localizados na ZI (GUEHL et al., 

2008; PATEL et al., 2003; PLAHA et al., 2006; VOGES et al., 2002). A ZI envia 

eferências glutamatérgicas à SNr (substância negra porção reticular), à SNc 

(substância negra porção compacta), ao tálamo e ao striatum (HEISE E 

MITROFANIS, 2004; RICARDO, 1981; ROMANOWSKI et al., 1985). Adicionalmente, 

a ZI se torna hiperativada após destruição do trato nigroestriatal (PERIER, 2000).       

Terapias celulares restauradoras, como o transplante de células embrionárias 

dopaminérgicas provenientes do mesencéfalo ventral (MV) no striatum carente de 

dopamina, representam um tratamento promissor para a PD. Estudos duplo-cego 

sugerem que a idade do paciente, o estágio da doença e a quantidade de tecido 

implantado podem ser decisivos no sucesso do transplante (FREED ET AL., 2001; 

OLANOW ET AL., 2003). Nestes estudos, uma melhora funcional mais pronunciada 

foi observada nos pacientes com maior taxa de sobrevida de células dopaminérgicas 

transplantadas e com maior reinervação do striatum (GOYA et al., 2007). Mesmo 

com a optimização das técnicas de coleta e implante estereotáxico, a taxa de 

sobrevida das células dopaminérgicas transplantadas gira em torno de apenas 5%.     

 

1.1  JUSTIFICATIVA 

 

Dada a disponibilidade de modalidades terapêuticas para a PD com atuação 

em diferentes estruturas envolvidas na neuro-circuitaria da mesma, sugere-se que a 
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combinação (ainda inexplorada) de certas intervenções cirúrgicas apresentaria efeito 

sinérgico no tratamento desta doença. Para este fim, avaliou-se o efeito da 

combinação da lesão parcial do STN e/ou da ZI com o transplante de células 

embrionárias dopaminérgicas. 

 

1.2 OBJETIVOS 

 

A. Estudar o efeito da lesão parcial do STN e/ou da ZI no modelo animal de 6-

OHDA de PD no desempenho dos animais em testes comportamentais.  

B. Estudar o efeito do transplante de células embrionárias dopaminérgicas no 

modelo animal de 6-OHDA de PD no desempenho dos animais em testes 

comportamentais.  

C. Avaliar o efeito histológico e comportamental da lesão parcial do STN e/ou 

ZI combinada ao transplante de células embrionárias dopaminérgicas, no modelo 

animal de 6-OHDA de PD. 
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2  REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 DISTÚRBIOS NEURODEGENERATIVOS: PERDA DE ATIVIDADE FUNCIONAL 

E DEGENERAÇÃO TRÓFICA DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL 

 

Distúrbios neurodegenerativos podem ser explicados por uma perda neuronal 

progressiva. Diferentemente de dano neuronal agudo como trauma mecânico, 

hemorragia ou infecção aguda, distúrbios neurodegenerativos são processos 

crônicos e progressivos. A base molecular da morte neuronal pode ser explicada por 

três mecanismos: (1) comprometimento metabólico, (2) citotoxicidade externa e (3) 

estresse oxidativo. Estes mecanismos podem agir tanto isoladamente quanto 

interativamente iniciando o processo de necrose e apoptose (ALEXI et al., 2000). 

Necrose define morte celular desregulada após exposição a uma injúria a qual 

supera a capacidade de recuperação da célula ocasionando edema e destruição 

celular (RAFF, 1998). Causas possíveis são injúria direta, infecção, neoplasia, 

hipóxia, intoxicação, entre outras. Em contrapartida, apoptose define morte celular 

programada e controlada induzida por desencadeantes extra ou intracelulares que 

resulta em redução volumétrica e fagocitose dos restos celulares (RAFF, 1998).  

 O comprometimento metabólico celular é causado por dano mitocondrial e 

restrição da produção mitocondrial de adenosina trifosfato (ATP). Como este é o 

principal fornecedor de energia à célula, privação de ATP induz apoptose e necrose. 

O comprometimento metabólico é relevante em doenças neurodegenerativas como 

PD, Doença de Huntington e Doença de Wilson.  

A toxicidade externa, primeiramente descrita por Olney et al., em 1972, é 

relacionada a uma transmissão modificada e patológica de aminoácidos excitatórios 

os quais ativam excessivamente receptores pós-sinápticos N-metil-D-aspartato 
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(NMDA) glutamatérgicos induzindo morte celular. Toxicidade externa é reportada 

como paradigma patológico na PD e na doença de Huntington, assim como em 

vários distúrbios neurológicos agudos como crises convulsivas, acidente vascular 

cerebral isquêmico e trauma mecânico (IKONOMIDOU E TURSKI, 1995; OLNEY, 

2003; RAO E BALACHANDRAN, 2002). 

O estresse oxidativo resulta de um desbalanço entre radicais livres, os quais 

são catabólitos reativos do oxigênio ou nitrogênio, e antioxidantes que podem ser 

enzimas intracelulares como a superóxido desmutase, moléculas endógenas como a 

glutationa ou nutrientes como as vitaminas C e E. Ocorre um dano às membranas 

celulares lipídicas, proteínas celulares e moléculas de ácido desoxirribonucleico 

(ADN) levando à morte celular induzida pelo estresse oxidativo (BARNHAM et al., 

2004 e BERGAMINI et al., 2004). O estresse oxidativo foi reportado na Doença de 

Alzheimer, na PD, na esclerose múltipla, na esclerose lateral amiotrófica, na 

demência relacionada à síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA) e a muitos 

outros distúrbios neurodegenerativos.    

Todos os três mecanismos de morte neuronal são encontrados no sistema 

nigroestriatal de pacientes com PD. Exames post-mortem de espécimes cerebrais 

comprovaram que há comprometimento metabólico, especialmente do metabolismo 

mitocondrial (MIZUNO et al., 1998; SCHAPIRA, 1998). Além disto, a toxina 

mitocondrial 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) produz parkinsonismo 

por lesão seletiva da SN em primatas (LANGSTON, 1987; SPOOREN et al., 1998). 

Outros estudos demonstraram haver toxicidade externa na SN e no globo pálido 

interno (GPi) via input excitatório glutamatérgico do STN e do neocórtex, assim como 

interações entre estes mecanismos citotóxicos e prejuízo do metabolismo 

mitocondrial (RODRIGUEZ et al., 1998). Está estabelecido que o estresse oxidativo 

influencia a patogênese da PD. Estudos post-mortem em tecidos cerebrais nigrais de 
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pacientes portadores da doença apresentaram um aumento de lipídios de 

membrana e moléculas de ADN oxidados (ALAM et al., 1997).  

 

2.2  APRESENTAÇÃO CLÍNICA E CLASSIFICAÇÃO DA DOENÇA DE PARKINSON 

 

Relatos históricos de possíveis sintomas parkinsonianos datam de 2.500 A.C 

na Índia (STERN, 1989). Sintomas como tremor e marcha propulsiva também foram 

mencionados por autores famosos como Claudius Galenus (129-199 AC) e 

Franciscus Sylvius de la Boë (1680). Em 1817, James Parkinson escreveu seu livro 

“Essay on the Shaking Palsy” definindo paralysis agitans. Em 1886, Jean-Martin 

Charcot batizou esta enfermidade de Doença de Parkinson após refinar o relatório 

do seu antecessor (ALEXI et al., 2000). 

A PD apresenta-se classicamente pela tríade: rigidez muscular (hipertonia), 

hipocinesia e tremor. Como quarto sintoma principal, instabilidade postural pode ser 

observada. O tremor, observado em 70% dos casos como o primeiro sintoma 

indicador da doença, tem freqüência entre 4-7 Hertz e é um tremor de repouso, 

desaparecendo quando o paciente executa algum movimento. O tremor pode ser uni 

ou bilateral e afeta principalmente os membros, podendo acometer a cabeça. A 

hipocinesia pode se manifestar através de acinesia, bradicinesia e/ou “freezing” que 

é a cessação repentina de todos os movimentos. A instabilidade postural pode incluir 

ataxia e festinação, significando aumento progressivo e involuntário da velocidade 

da marcha durante a caminhada (GLEIXNER et al., 2004). Pacientes portadores de 

PD também podem apresentar sintomas vegetativos (seborréia, aumento da 

salivação e da sudorese, constipação, distúrbios de bexiga urinária, mudanças na 

pressão arterial, hipersexualidade e disfunção erétil), distúrbios sensitivos (hiposmia, 

habilidade reduzida para diferenciar cores), sintomas psiquiátricos (bradifrenia, 
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ansiedade, distúrbios afetivos, distúrbios do sono, fadiga, depressão, pensamentos 

suicidas) além de sintomas tardios parcialmente causados pela medicação como 

distonia, discinesia, fenômeno on-off, o qual pode ser explicado como hipercinesia 

seguida de acinesia súbita (GLEIXNER et al., 2004). Embora existam inúmeras 

escalas para classificação da PD, três delas são as mais comumente usadas: Hoehn 

and Yahr Staging of Parkinson`s Disease (HOEHN e YAHR, 1967), Schwab and 

England Activities of Daily Living (GILLIGHAM, 1969) e Unified Parkinson Disease 

Rating Scale (UPDRS) (FAHN E ELTON, 2003). No Anexo 1, está detalhada a 

classificação de Hoehn e Yahr para a DP. Nesta escala, a doença é classificada em 

cinco estágios, onde o estágio V é alcançado em média dez anos após o início da 

doença.  A escala de Schwab e England gradua a independência do paciente em 

100% (independência completa) a 0% (paciente totalmente dependente, acamado, 

com disfunção vegetativa). A UPDRS é mais acurada e mais complexa, descrevendo 

o desenvolvimento longitudinal dos sintomas parkinsonianos, os quais são divididos 

entre: (1) inteligência, comportamento e humor, (2) atividades da vida diária e (3) 

exame motor. O escore total de 199 pontos pode ser atingido, o que significa 

comprometimento total e zero significando nenhuma deficiência. 

 

2.3  TIPOS DE PARKINSONISMO  

 

O termo doença de Parkinson, ou parkinsonismo primário, inclui uma minoria 

de 5% dos pacientes, os quais apresentam defeitos autossômicos dominantes e 

autossômicos recessivos nos cromossomos 2, 4 e 6 e também a vasta maioria, 80% 

os quais apresentam doença idiopática, resultado provavelmente na combinação de 

diversos fatores patogênicos, como previamente mencionado. Cerca de 10% dos 

pacientes que apresentam sintomas parkinsonianos podem ser definidos como 
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casos de parkinsonismo secundário, o qual apresenta etiologia conhecida. 

Parkinsonismo secundário pode ser causado por doenças infecciosas (doença de 

Lyme, encefalite viral), intoxicações exógenas (monóxido de carbono, 

organofosforados, metanol, manganês, herbicidas), por medicamentos 

(antieméticos, neurolépticos, bloqueadores do canal de cálcio, amiodarona e outras), 

doenças metabólicas (doença de Wilson, hipoparatireoidismo) ou por destruição 

direta do sistema nervoso central (SNC) por meio de trauma, tumor, ou processos 

hipóxicos vasculares (SCHOLZ e OERTEL, 2003; GLEIXNER et al., 2004). 

Importante observar que o parkinsonismo induzido por drogas pode persistir por 

semanas ou meses após a retirada do agente causador. Dessa forma os dados de 

anamnese devem ser bastante minuciosos em relação a este aspecto. Outro tipo de 

parkinsonismo é o parkinsonismo-plus ou atípico, caracterizado pela presença de 

uma síndrome parkinsoniana associada a distúrbios autonômicos, cerebelares, 

piramidais, de neurônio motor inferior ou de motricidade ocular extrínseca. Esta 

forma de parkinsonismo está relacionada a uma série de doenças 

neurodegenerativas ou dismetabólicas. Finalmente, distingue-se o parkinsonismo 

heredo-degenerativo, condição incomum, a qual tem um padrão de herança 

identificado (BARBOSA e SALLEM, 2005) 

 

2.4 EPIDEMIOLOGIA DA DOENÇA DE PARKINSON 

 

A idade média do início dos sintomas da PD é entre 50 e 60 anos, porém há 

descrição de casos de início mais precoce (LANGSTON, 1998, TANNER e 

GOLDMAN, 1996). A prevalência da doença na faixa etária entre 50 e 60 anos é de 

0,1%. No entanto, a prevalência em pacientes acima de 65 anos aumenta para 0,5 - 

1%. Dados estatísticos revelam que a prevalência da PD na população é de 150 a 
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200 casos por 100.000 habitantes. Segundo a Organização Mundial da Saúde, cerca 

de quatro milhões de pessoas em todo mundo sofrem com a doença. A estimativa é 

que esse número dobre até 2040, com o aumento da população idosa. Não existem 

números exatos no Brasil, pois como não é contagiosa nem epidêmica, a PD não é 

de notificação compulsória às autoridades de saúde, o que dificulta a formulação de 

estatísticas.  

 

2.5 PATOGÊNESE E CORRELATOS ANATÔMICOS 

 

A PD é caracterizada por uma degeneração progressiva da circuitaria dos GB 

levando a uma progressiva depleção dopaminérgica nas vias que conectam a SNc 

ao striatum. Exames post-mortem de tecidos cerebrais e estudos in vivo através de 

tomografia por emissão de pósitrons (PET) sugerem que os primeiros déficits 

motores ocorrem quando há uma diminuição de 50-60% das células nigrais 

dopaminérgicas e uma perda de 60-80% de dopamina no striatum (LANGSTON, 

1990; LEENDERS et al., 1990). Depleção progressiva de dopamina é relacionada à 

intensificação da sintomatologia clínica (RIEDERER e WUKETICH, 1976; 

FEARNLEY e LEES, 1991; FOLEY e RIEDERER, 1999). Os GB são compostos por 

núcleos subcorticais e basicamente contém quatro unidades funcionais: o striatum, o 

globo pálido (GP), a SN e o STN. O striatum representa o principal input do sistema 

dos GB e pode ser subdividido em núcleo caudado, putâmen. O striatum pode ser 

também dividido em striatum dorsal e striatum ventral, o qual inclui o núcleo 

acumbente (Nac). O striatum recebe aferências principalmente da SNc e de 

virtualmente todas as áreas do córtex cerebral, além de aferências do STN. Estas 

conecções são mais esparsas e terminam principalmente na parte motora do 

striatum (CARPENTER et al., 1981a; 1981b, 1991; DEVITO et al., 1980; NAKANO, 
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et al., 1990; NAUTA e COLE 1978; PARENT, 1990; PARENT e HAZRATI 1993, 

1995a, 1995b; PARENT e SMITH, 1987; PARENT et al. 1989). Como principais 

eferências são definidas a SNr e o GPi, os quais conduzem seus sinais via tálamo e 

tronco cerebral para o córtex motor e medula espinhal (KANDEL et al., 2000).  

Funcionalmente, esta circuitaria é organizada em cinco alças paralelas, as 

quais se originam de diversas áreas do córtex cerebral e inervam diferentes setores 

de cada estrutura, definindo alças funcionais segregadas: motora, oculomotora, 

dorsolateral pré-frontal, lateral órbitofrontal e límbica.  

Anatomicamente, divide-se em alça dorsal, que exerce influência sobre a 

função motora e a alça ventral, pertencente ao sistema límbico (ALEXANDER et al., 

1986; ALBIN et al., 1989). A alça dorsal conecta as aferências ao córtex, 

provenientes do striatum dorsal,  GP,  SNc e  SNr com eferências ao tálamo e 

novamente ao córtex. A alça ventral recebe aferências do córtex pré-frontal e as 

conecta via Nac, área tegmentar ventral (ATV) e GP com o tálamo e novamente ao 

córtex pré-frontal e outras estruturas límbicas incluindo a amígdala e o hipocampo. 

Na PD a degeneração inicial dos neurônios dopaminérgicos ocorre principalmente 

na alça dorsal dos gânglios da base.   

 

2.6  A CIRCUITARIA DOS GÂNGLIOS DA BASE 

 

Os GB formam uma rede complexa de alças paralelas que integram regiões 

cerebrais, os núcleos dos GB e o tálamo. A neuro-circuitaria motora é a mais 

diretamente envolvida na fisiopatologia dos distúrbios do movimento, incluindo a PD. 

Em 1989, Albin et al. compilaram os dados disponíveis sobre a organização 

anátomo-funcional dos GB e propuseram o modelo clássico desta circuitaria. Neste 

modelo duas vias, a via direta e a via indireta, conectam o striatum aos núcleos de 



 23 

saída dos GB. Os núcleos de saída dos GB incluem o GPi e a SNr. O GPi e a SNr 

são estruturas gabaérgicas e inervam basicamente os núcleos talâmicos motores e 

recebem aferências do striatum através de duas vias principais: uma diretamente do 

striatum (via direta) e a segunda através de conecções no globo pálido externo 

(GPe) e no STN (via indireta). Mais detalhadamente, neurônios corticais mandam 

eferências para o striatum, onde estabelecem conexões glutamatérgicas excitatórias 

com neurônios motores. Estes neurônios originam duas vias, as quais conectam o 

striatum aos principais núcleos de saída dos GB, e.g. ao GPi e à SNr. Neurônios da 

via direta projetam diretamente do putâmem ao GPi e à SNr, proporcionando um 

efeito inibidor direto nestas estruturas. Neurônios da via indireta conectam o 

putâmem ao GPi e à SNr através de sinapses no GPe e no STN. As projeções do 

putâmen para o GPe e do GPe para o STN são gabaérgicas e logo inibitórias. 

Neurônios originários do STN usam glutamato como neurotransmissor e ativam os 

neurônios no GPi e na SNr. A degeneração dos neurônios dopaminérgicos da SNc 

induz, na via indireta, supressão do GPe, desinibição do STN e excitação do GPi e 

da SNr (Figura1).  

Em 1990, DeLong aprimorou esta teoria da alça motora pela introdução das 

disfunções associadas à perda neuronal dopaminérgica na SNc e a subsequente 

deficiência de dopamina no striatum, caracterizando a PD. Este modelo sugere que 

o STN e o GPi estão hiperativados na PD, levando aos sintomas motores 

característicos da doença.  

A dopamina produzida na SNc inibe a atividade neuronal da via indireta, 

através da ação em receptores do tipo D2 e excita os neurônios da via direta através 

da ação em receptores do tipo D1. A ativação de receptores dopaminérgicos tipo D1 

está ligada à proteína Gsα, a qual ativa a adenilato ciclase aumentando a 

concentração intracelular do mensageiro secundário monofosfato cíclico de 
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adenosina (AMPc). A ativação de receptores dopaminérgicos tipo D2 está ligada à 

proteína Giα, a qual inibe diretamente a formação de AMPc pela inibição da enzima 

adenilato ciclase (NEVES et al., 2002). O modelo prevê que a ativação reduzida dos 

receptores estriatais de dopamina, causada pela deficiência deste neurotransmissor, 

resulta em uma redução da inibição dos neurônios da via indireta e uma diminuição 

da excitação dos neurônios da via direta. Inibição reduzida da via indireta induz 

aumento da inibição do GPe, desinibição do STN e aumento da excitação dos 

neurônios no GPi e na SNr. A ativação reduzida da via direta leva à uma redução do 

seu efeito inibitório no GPi e na SNr. O resultado final é uma excessiva ativação dos 

neurônios do GPi e da SNr, acompanhada por excessiva inibição do sistema motor, 

induzindo as características motoras observadas na PD (OBESO et al. 2000). 

Atualmente, acredita-se que a divisão em vias direta e indireta originalmente 

proposta é uma simplificação da complexa circuitaria dos GB e das conexões do 

STN pela demonstração que o STN também manda eferências para o striatum 

(NAKANO et al., 1990; PARENT, 1990; PARENT e HAZRATI 1993, 1995a, 1995b). 

Estas eferências são mais escassas que as conexões para o GPi e a SNc, originam-

se da parte rostral do STN e terminam na sua maioria no parte motora do striatum 

(CARPENTER et al., 1981a, 1981b, 1991; DEVITO et al., 1980; NAKANO et al., 

1990; NAUTA e COLE 1978; PARENT 1990; PARENT e HAZRATI 1993, 1995a, 

1995b; PARENT e SMITH 1987; PARENT et al. 1989).  
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FIGURA 1 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO MODELO CLÁSSICO DOS GÂNGLIOS DA 
BASE. 
NOTA: O primeiro fluxograma representa a circuitaria normal e o segundo fluxograma representa a 
circuitaria na PD. Setas azuis representam projeções inibitórias e setas vermelhas representam 
projeções excitatórias. A espessura da seta indica o grau de ativação de cada projeção. A dopamina 
inibe a atividade neuronal na via indireta e excita os neurônios da via direta. Na PD, a depleção de 
dopamina induz a desinibição de neurônios dopaminérgicos tipo D2 estriatais da via indireta, 
induzindo um aumento da inibição do GPe e desinibição do STN. Como resultado da atividade 
aumentada do STN, ocorre a excitação excessiva dos neurônios do GPi e da SNr e inibição 
acentuada de centros motores tálamo-corticais e do tronco resultando em parkinsonismo. 
Abreviações: NPP = Núcleo pedúnculo pontino; VL = núcleo ventro-lateral do tálamo. (OBESO et al., 
2000) 

 

2.7  A ZONA INCERTA 

 

A ZI, localizada ventralmente ao tálamo e dorsalmente ao STN, foi 

primeiramente descrita por Auguste Forel há mais de um século como “a região 

sobre a qual nada certo pode ser afirmado”. É formada por células derivadas do 

diencéfalo. O recente interesse nesta região se deve a três notáveis características. 

Primeira, a ZI exibe conexões extensas com praticamente todos os centros 

nervosos, do córtex cerebral à medula espinhal (MITROFANIS et. al., 2005). Estas 

projeções são freqüêntemente bilaterais, particularmente com núcleos do tálamo e 
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do tronco cerebral (JONES, 1985; POWER e MITROFANIS, 2001; ROGER e 

CADUSSEAU, 1985; ROMANOWSKI et al., 1985; SHAMMAH-LAGNADO et al., 

1985). Segunda, a ZI é composta por células extremamente heterogêneas, 

diferentes em tamanho e forma. Em muitas áreas células semelhantes estão 

agrupadas, formando setores distintos. Em ratos dois a seis setores foram descritos 

(KAWANA e WATANABE, 1981; NICOLELIS et al., 1992, 1995, ROMANOWASI et 

al., 1985). Terceira, a ZI é composta por células neuroquimicamente diversas com 

descrição de mais de 20 tipos celulares neuroquimicamente distintos (KOLMAC e 

MITROFANIS, 1999; NICOLELIS et al., 1995). Consequentemente, é proposto que a 

ZI esteja envolvida em diversas funções. A região caudal modula funções motoras, 

incluindo a geração de movimentos axiais e dos membros proximais necessários à 

locomoção. As outras regiões, i.e. rostral, dorsal, ventral, estão relacionadas à 

funções de controle visceral e movimentos da cabeça e dos olhos (MOGENSON et 

al., 1985; MILNER e MOGELSON, 1988; MURER e PAZO, 1993; PERIER et al., 

2002). A ZI envia projeções excitatórias glutamatérgicas para ambos os segmentos 

da SN, para o tálamo e para o striatum (HEISE e MITROFANIS, 2004; RICARDO, 

1981; ROMANOWSKI et al., 1985). Em modelos animais foi demonstrado que a ZI 

se torna hiperativada após lesão do trato nigroestriatal (o que simula alterações 

patológicas da PD) e que a inibição da ZI foi capaz de reduzir os níveis elevados de 

glutamato no striatum denervado a valores normais. Esta redução dos níveis de 

glutamato no striatum foi semelhante à observada após supressão do STN 

(WALKER et al., 2009). A partir deste resultado infere-se que a ZI mande projeções 

diretamente ao striatum ou influencie indiretamente os níveis estriatais de glutamato. 

Clinicamente foi demonstrado que a EEP da ZI reverteu os sintomas principais da 

PD, e.g. bradicinesia, tremor e rigidez (PATEL et al., 2003; PLAHA et al., 2006). 

Outros autores, entretanto, relataram efeito clínico insatisfatório associado à 
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estimulação de contatos localizados na ZI, e regiões H1 e H2 de Forel (HERZOG et 

al., 2004). Esta variação nos resultados obtidos pode ser devida às diferentes 

funções da ZI e à heterogeneidade na topografia dos eletrodos.   

 

2.8 O PAPEL DO STN NA PATOGÊNESE DA DOENÇA DE PARKINSON 

 

O STN é uma pequena estrutura localizada ventralmente à ZI e dorsalmente 

ao pedúnculo cerebral. De acordo com o modelo original da neurotransmissão 

motora, proposta por DeLong em 1990, os déficits motores observados na PD são 

reforçados pela hiperatividade do STN, a qual induz ao excesso de input excitotóxico 

glutamatérgico ao GPi e à SNr pela via indireta. Adicionalmente, na PD o STN 

desinibido envia também excesso de eferências excitotóxicas glutamatérgicas à 

SNc. De acordo com esta teoria, é proposto que a lesão do STN possa ter um papel 

neuroprotetor na PD, prevenindo a perda neuronal na SNc. Corroborando esta 

hipótese, observou-se em experimentos envolvendo lesão do STN realizada 

anteriormente à lesão unilateral do FPM, que aquela impediu o declínio da atividade 

dopaminérgica na SNc (PIALLAT et. al., 1996). Entretanto, considerando que existe 

uma profunda perda neuronal dopaminérgica na SNc anterior ao aparecimento dos 

sintomas característicos da PD, a aplicabilidade de uma terapia profilálica é 

questionável. Descreve-se que a lesão do STN e a consequente redução da 

excitotoxicidade glutamatérgica ao GPi e à SNr aumente o input talâmico excitatório 

às áreas motoras facilitando a iniciação e execução de movimentos (HENDERSON 

et. al., 1998). 
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2.9 ORGANIZAÇÃO DO MESENCÉFALO DURANTE A EMBRIOGÊNESE 

 

A formação do SNC (sistema nervoso central) é um processo complexo e 

requer uma interação acurada entre os fatores que definem a segmentação entre 

prosencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo, fatores que induzem a neurogênese e 

fatores que garantem a sobrevivência e manutenção neuronal, crescimento de fibras 

e formação de conexões sinápticas. Neurônios dopaminérgicos que formam a SN 

derivam de células progenitoras provenientes do MV. Uma particularidade destes 

progenitores é sua geração a partir da linha média do MV (o assoalho da placa 

neural) o qual inicialmente é ocupado por células gliais que expressam a proteína 

Sonic hedgehog (Shh) (ANDERSON et al., 2005; PLACZEK et al., 1993; PLACZEK e 

BRISCOE, 2005). A teoria descreve que no início da embriogênese há uma 

conversão única de células gliais em neurônios, mais especificamente conversão de 

células basais da placa neural em neurônios dopaminérgicos (ANDERSON et al., 

2005). Este processo ocorre na junção do mesencéfalo com o metencéfalo, onde o 

organizador mesencéfalo-rombencéfalo (m/hO) está situado. A indução de neurônios 

dopaminérgicos mesencefálicos é dependente tanto da expressão de Shh quanto da 

expressão de FGF-8 (fibroblast growth factor-8). Shh e FGF-8 são necessários para 

a proliferação destes progenitores neuronais antes da sua migração e diferenciação 

em uma célula com neurotransmissores específicos. Adicionalmente, TGF-ß 

(transforming growth factor-ß) é necessário para a indução da função dopaminérgica 

nas células mesencefálicas da SN e para sua sobrevivência (FARKAS et al., 2003; 

PRAKASH e WURST, 2006). Outros fatores transcripcionais necessários para a 

sobrevivência, diferenciação e manutenção dos neurônios dopaminérgicos 

atualmente identificados são membros da família Wnt, Nurr1, LMX1b, Ptx3 e 

En1/En2. Wnt-1 aumenta o número de neurônios TH (tirosina hidroxilase) positivos 
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(monoaminérgicos) através da regulação do ciclo celular e pelo reforço da 

proliferação dos precursores Nurr1. Wnt-5a aumenta o número de neurônios TH 

positivos pela promoção da diferenciação de precursores Nurr1 em neurônios 

dopaminérgicos (CASTELO-BRANCO et al., 2003). Nurr1 é necessário para a 

aquisição do fenótipo dopaminérgico nas células precursoras mesencefálicas 

(CASTELO-BRANCO et al., 2003 e ZETTERSTROM et al., 1997). Lmx1b age como 

um ativador transcripcional do gene Ptx3, definindo portanto, uma via alternativa na 

especificação do destino celular dopaminérgico no mesencéfalo independente da via 

Nurr1 (PRAKASH e WURST, 2006). A proteína Ptx3 parece ser necessária na 

especialização destes progenitores dopaminérgicos os quais formam a SNc (NUNES 

et al., 2003; PRAKASH e WURST, 2006; SIMEONE et al. 2005;). As proteínas En1 e 

En2, as quais durante a embriogênese são expressas através do m/hO e no animal 

adulto são expressas na SN e na ATV, são necessárias para a sobrevivência e a 

manutenção das células mesencefélicas dopaminérgicas.   

As primeiras células que posteriormente se tornarão células dopaminérgicas 

são encontradas no MV de ratos no seu E-10,5 (dia embrionário 10,5) (PRAKASH E 

WURST, 2006). A posterior migração para a sua posição final e a inervação das 

estruturas alvo corretas continua até a terceira semana após o nascimento (VOORN 

et al., 1988). Além da neurogênese e da diferenciação, morte celular por apoptose 

também é importante para o desenvolvimento fisiológico do sistema dopaminérgico 

mesencefálico. Um primeiro pico de morte celular ocorre após o nascimento e um 

segundo pico durante a segunda semana pós natal (BURKE, 2004; JACKSON-

LEWIS et al., 2000).  
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2.10 TRATAMENTO MEDICAMENTOSO DA DOENÇA DE PARKINSON 

 

Entre as opções terapêuticas para a PD cita-se a terapia medicamentosa, 

física e a cirúrgica. A terapia medicamentosa modula a sintomatologia da doença por 

reforçar a neurotransmissão dopaminérgica na circuitaria dos GB, de forma a 

balancear os sistemas dopaminérgicos e colinérgicos. A terapia farmacológica foi 

estabelecida em 1961 com a introdução da terapia de substituição dopaminérgica 

com L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), molécula precursora de dopamina, visto 

que esta substância não atravessa a barreira hematoencefálica. A L-DOPA é 

convertida em dopamina por neurônios dopaminérgicos pela enzima dopa-

descarboxilase (BIRKMAYER e HORNYKIEWICZ, 2001; COTZIAS, 1968). Além da 

L-DOPA, agonistas da dopamina, os quais estimulam diretamente receptores 

dopaminérgicos pós-sinápticos, têm utilidade no tratamento de estágios iniciais da 

PD para a prevenção ou retardo do aparecimento dos efeitos colaterais da L-DOPA, 

como flutuações motoras e discinesias. Além destes efeitos colaterais, há ainda a 

perda do efeito terapêutico da L-DOPA com o uso crônico (GLEIXNER et al., 2004). 

Após aproximadamente cinco anos de terapia com L-DOPA os pacientes 

apresentam flutuações no alívio dos sintomas e efeitos adversos do uso crônico da 

droga, como discinesias e fenômeno on-off. A combinação de L-DOPA com 

inibidores periféricos da dopa-descarboxilase, drogas que bloqueiam a degradação 

periférica da L-DOPA em dopamina, permite certo prolongamento do tratamento 

medicamentoso livre dos efeitos colaterais da L-DOPA. Além disso, esta associação 

permite uma redução da dose equivalente de L-DOPA (FEUERSTEIN, 2001). 

Drogas inibidoras da monoamina oxidase-B (MAO-B) e inibidoras da catecol-O-metil-

transferase (COMT) aumentam a concentração de dopamina na fenda sináptica pela 

redução da degradação da dopamina e de precursores dopaminérgicos. Drogas 
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anticolinérgicas têm utilidade no tratamento da doença em estágio inicial e agem 

inibindo neurônios estriatais colinérgicos inibitórios. Drogas bloqueadoras dos 

receptores NMDA exercem uma influência funcionalmente sinérgica com a L-DOPA. 

A influência positiva contra a citotoxicidade externa desempenha um papel relevante 

no tratamento da PD, porém os mecanismos moleculares exatos ainda permanecem 

obscuros.  

 

 2.11 TRATAMENTO CIRÚRGICO DA DOENÇA DE PARKINSON 

 

 A principal indicação para procedimentos cirúrgicos é o tratamento de 

sintomas motores refratários à terapia medicamentosa (IACORNO et al., 1995). O 

tratamento neurocirúrgico foi primeiramente desenvolvido em 1930, baseado na 

ablação do córtex motor ou de parte do sistema dos GB. Poucas décadas depois, 

baseado na experiência adquirida com a cirurgia, em experimentos animais 

utilizando o modelo de MPTP e nos resultados obtidos através do tratamento com 

L-DOPA, foram desenvolvidos procedimentos ablativos, como a talamotomia e a 

palidotomia. A talamotomia é um procedimento utilizado com sucesso para a 

melhora do tremor refratário. Desvantagens desta técnica são o seu uso 

praticamente restrito ao tratamento sintomático do tremor e o aparecimento de 

efeitos adversos quando a cirurgia é realizada bilateralmente (HENDERSON e 

DUNNETT 1998). Entre as técnicas ablativas descreve-se a palidotomia, a qual 

apresenta efeito na diminuição das discinesias induzidas por L-DOPA. Efeitos 

colaterais como hemianopsia homônima parcial, disfagia e fraqueza foram relatados 

em 15% dos casos. A utilização de métodos de monitorização eletrofisiológica 

intraoperatória para mapear a zona sensório-motora pode reduzir drasticamente 

estes efeitos colaterais (OBESO et al., 1997). A palidotomia bilateral está associada 
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a relatos frequentes de hipofonia e disfagia. Atualmente, a modulação do STN 

através da EEP é o padrão-ouro no tratamento dos sintomas motores responsivos à 

dopamina. A supressão do STN está relacionada à melhora na tríade motora da PD, 

e.g. tremor, rigidez e hipocinesia. A lesão do STN foi associada ao aparecimento de 

movimentos involuntários espontâneos, como hemibalismo e coréia. 

Interessantemente, a EEP, reduz o risco destes efeitos adversos e apresenta a 

vantagem da reversibilidade (HENDERSON e DUNNETT, 1998). Foi proposto que a 

lesão do STN possa exercer efeito neuroprotetor sobre os neurônios dopaminérgicos 

da SNc. A lesão unilateral do STN impediu a queda da atividade da TH na SNc em 

um modelo unilateral de PD (PIALLAT et al., 1996). Interessantemente, estudos 

clínicos demonstraram que a supressão do STN não evita a progressão da doença 

(RODRIGUEZ et al., 1998). Estudos mais recentes reportando resultados 

pós-operatórios de longo prazo demonstraram progressão natural da doença apesar 

da bem sucedida modulação do STN (KLEINER-FISMAN ET AL., 2003; KRACK et 

al.,2003; RODRIGUEZ-OROZ et al., 2004).  

 

2.12 TRANSPLANTE DE CÉLULAS EMBRIONÁRIAS DOPAMINÉRGICAS 

PROVENIENTES DO MV 

 

Uma modalidade cirúrgica em fase experimental inclui terapia celular 

restauradora através do transplante intraestriatal de células embrionárias 

dopaminérgicas provenientes do MV. O transplante celular permite a reinervação do 

striatum receptor e uma liberação continuada fisiológica de dopamina. Com esta 

técnica, almeja-se o tratamento dos casos refratários incluindo sintomas mais 

resistentes à EEP do STN e à terapia com L-DOPA, como o tempo de reação e o 

tempo de movimento para uma seqüência de movimentos (BROWN et al., 1999; 
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JAHANHAHI et al., 2000). Adicionalmente, espera-se melhora em outros sintomas 

específicos sensíveis à deficiência de dopamina como estimação de tempo e 

comportamento baseado em recompensa (ARRIEDA et al., 1992; SCHULTZ et al., 

1993). 

Ensaios clínicos realizados no início da década de 90, os quais não utilizaram 

nenhum grupo controle ou processo de cegamento, forneceram dados de que 

neurônios embrionários nigrais humanos, retirados durante o início da expressão do 

fenótipo dopaminérgico, são capazes de sobreviver, integrar-se e funcionar por um 

longo período de tempo no cérebro humano. Análise detalhada em pacientes 

transplantados forneceu evidências de que as células transplantadas reinervaram o 

striatum hospedeiro, liberaram dopamina e promoveram melhora significativa na 

função motora. Em alguns pacientes a melhora foi mantida por mais de dez anos. No 

entanto, a interpretação dos resultados obtidos nestes estudos foi questionada, pois 

o efeito placebo pode ser proeminente na PD. Como consequência, estudos 

placebo-controlados e duplamente encobertos foram fomentados pela NIH (National 

Institute of Health). Nestes estudos havia um grupo controle, o qual era submetido à 

cirurgia, mas não recebia o transplante de células dopaminérgicas e o protocolo era 

duplamente encoberto. O resultado destes estudos foi desapontador, mas 

importante, ao fornecer as primeiras observações de alguma melhora promovida 

pelo transplante, claramente distinguível do efeito placebo. No ensaio clínico de 

Denver-Columbia, a recuperação funcional no grupo transplantado não atingiu nível 

de significância estatística na parte motora da escala UPDRS avaliado 12 meses 

após a cirurgia. Interessantemente, o subgrupo de pacientes mais jovens, com idade 

inferior a 60 anos, apresentou melhora significativa. No ensaio clínico de Tampa-

Mount Sinai, também não foi encontrado diferença no desempenho motor avaliado 

pela escala UPDRS, 24 meses após a cirurgia (WINKLER et al., 2005). Com base 
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nestes estudos comprovou-se que vários fatores estão envolvidos no sucesso do 

transplante celular. Foi observado que pacientes com idade inferior a 60 anos, com 

doença em estágio inicial (UPDRS ≤ 49) e que receberam quantidade maior de 

tecido proveniente do MV apresentaram melhora clínica motora significativa. Além 

disso, pacientes que apresentaram maior taxa de sobrevida das células 

transplantadas e maior reinervação do striatum denervado, analisadas através de 

PET, obtiveram os melhores resultados clínicos (FREED et al., 2001; OLANOW et 

al., 2003). Quanto à terapia de restituição neuronal através do transplante de células 

embrionárias dopaminérgicas, existe a necessidade de pesquisa adicional para 

padronização da técnica de transplante e seleção adequada dos pacientes que se 

beneficiarão com a técnica. A substituição celular constitui uma técnica promissora 

para o tratamento da PD. Antes de sua utilização clínica em maior escala, faz-se 

necessário, entretanto, a realização de mais estudos em cultura celular e em 

modelos animais, pois estes fornecem melhor compreensão das interações 

existentes entre as células transplantadas e o hospedeiro, bem como da integração 

funcional das células dopaminérgicas no striatum acometido.  

 

2.13 MODELO ANIMAL DE 6-OHDA PARA DOENÇA DE PARKINSON 

 

 A toxicidade seletiva da 6-OHDA sobre neurônios monoaminérgicos centrais 

foi primeiramente descrita por Urgerstedt em 1986. Esta substância precisa ser 

injetada dentro do sistema dos GB por meio de cirurgia estereotáxica, uma vez que a 

6-OHDA não atravessa a barreira hematoencefálica (CENCI et al., 2002). Esta 

substância é ativamente absorvida pelos axônios de neurônios dopaminérgicos e é 

transportada ao corpo celular, onde age por meio de comprometimento metabólico 

mitocondrial, toxicidade enzimática e estresse oxidativo (BLUM et al., 2001; 
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OLANOW, 1993). Portanto, através do uso localizado de 6-OHDA, obtêm-se 

degeneração seletiva de neurônios dopaminérgicos nigroestriatais. 

 A 6-OHDA pode ser injetada bilateralmente ou unilateralmente no FPM ou 

diretamente no striatum, produzindo diferentes modelos de PD. A injeção unilateral 

ou bilateral intraestriatal de 6-OHDA resulta em uma lesão parcial do sistema 

dopaminérgico nigroestriatal. Este modelo, conhecido como lesão terminal é análogo 

a estágios iniciais e/ou intermediários da PD em humanos (ROEDTER et al., 2000; 

ROEDTER et al., 2001). Lesão bilateral do FPM resulta em acinesia e déficits 

sensório-motores graves, incluindo afagia e adipsia. Animais com lesão bilateral do 

FPM necessitam de terapia cuidadosa, incluindo nutrição parenteral total 

(UNGERSTEDT, 1971; DUNNETT et al., 1983b). O modelo utilizado neste estudo se 

baseia na injeção unilateral de 6-OHDA no FPM direito (lesão completa). Este 

modelo de hemiparkinsonismo permite comparação direta dos efeitos da lesão e dos 

resultados terapêuticos em cada animal pela comparação dos dois hemisférios. Este 

é o modelo mais frequentemente usado e mimetiza o estágio avançado da PD, 

incluindo vários dos sintomas como: bradicinesia, instabilidade postural e déficit na 

motricidade fina (CENCI et al., 2002). Após quatro a seis semanas da injeção de 6-

OHDA, a lesão do FPM resulta em uma depleção grave das células dopaminérgicas 

na SNc (SCHMIDT et al., 1982). Isto leva a uma depleção de dopamina no striatum 

ipsilateral superior a 97% (SCHMIDT et al., 1983; KIRIK et al., 1998). Este intenso 

déficit dopaminérgico não pode ser espontaneamente recuperado nem parcialmente 

compensado pelo lado contralateral à lesão (NIKKHAH e BRANDIS, 1995). A 

depleção dopaminérgica induz diversas alterações funcionais e estruturais no 

sistema nigroestriatal. Há uma hipersensibilidade dos receptores dopaminérgicos 

remanescentes por um aumento reativo dos receptores dopaminérgicos pós-

sinápticos estriatais (receptores D2) (CREESE et al., 1997). Adicionalmente, 
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ocorrem mudanças nas vias colinérgicas, gabaérgicas e glutamatérgicas, além de 

alterações no metabolismo de neuropeptídeos e na atividade elétrica cerebral 

(SCHWARTING e HUSTON, 1996). Como resultado do desbalanço do sistema 

nigroestriatal, os animais apresentam déficits sensório-motores unilaterais, os quais 

podem ser avaliados por testes comportamentais.  

 Após a lesão unilateral com 6-OHDA os animais exibem uma tendência a 

rodar no sentido do hemisfério lesado ao caminhar (UNGERSTEDT e 

ARBUTHNOTT, 1970). Este comportamento pode ser reforçado pelo estresse e, em 

particular, durante as rotações induzidas por anfetamina. Com a injeção 

intraperitoneal de anfetamina, ocorre liberação de dopamina e inibição da sua 

recaptação no hemisfério intacto, resultando em rotação no sentido ipsilateral à 

lesão (UNGERSTEDT e ARBUTHNOTT, 1970). A duração deste efeito é superior a 

90 minutos e tem uma intensidade entre seis e 25 rotações completas por minuto. 

Em contrapartida, a hipersensibilidade dos receptores dopaminérgicos pós-

sinápticos no striatum depletado pode ser avaliada pela aplicação de doses baixas 

de agonistas dopaminérgicos, como a apomorfina (agonista dos receptores D1/D2). 

Dada em dosagem na qual não causa nenhum efeito clínico no striatum saudável, 

mas atua nos receptores dopaminérgicos pós-sinápticos hipersensibilizados induz 

rotação em sentido contralateral à lesão (CREESE et al., 1997; MARSHALL e 

UNGERSTEDT, 1977; DUNNETT e ROBBINS, 1992). Este efeito tem duração de 

cerca de 40 minutos com intensidade de mais de quatro rotações completas por 

minuto. O grau de depleção dopaminérgica se correlaciona com o comportamento 

rotacional (HUDSON et al., 1993). Rotação contralateral significativa após injeção de 

apomorfina somente é percebida após depleção dopaminérgica estriatal superior a 

90%. Lesões parciais (75-90%) resultam em rotações moderadas com anfetamina, 

mas não há rotação com apomorfina. Uma lesão superior a 90% pode ser 
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comprovada funcionalmente por uma rotação significativa com apomorfina 

combinada com uma rotação com anfetamina superior a seis rotações completas por 

minuto (HUDSON et al., 1993). O comportamento rotacional pode ser utilizado como 

método de avaliação, in vivo, de lesão completa por 6-OHDA, utilizando rotômetros 

(UNGERSTEDT e ARBUTHNOTT, 1970).  

Após o transplante de células liberadoras de dopamina, redução das rotações 

induzida pela administração de apomorfina pode ser observada. Isto é conseqüência 

da produção de dopamina pelas células transplantadas e da diminuição da 

hipersensibilidade dos receptores dopaminérgicos no striatum lesado (SAVASTA et 

al., 1992).  

 Embora a rotação induzida por drogas no modelo unilateral de doença de 

Parkinson esteja correlacionada com déficits motores observados na PD, bem como 

as discinesias induzidas por L-DOPA, a análise do comportamento motor mais 

complexo é necessária para uma avaliação mais precisa dos déficits motores destes 

animais (NIKKHAH e BRANDIS, 1995). Após lesão unilateral do FPM utilizando 6-

OHDA, os animais apresentam um significativo déficit contralateral na coordenação 

e na motricidade fina dos membros anteriores (DUNNETT et al., 1983a; DUNNETT e 

IVERSEN, 1982; WHISHAW et al., 1986). Em 1992, Schalert et al. publicaram um 

método para avaliar a acinesia de membros anteriores e problemas de marcha em 

animais submetidos ao modelo unilateral de 6-OHDA, o teste do passo (“stepping 

test”). Neste teste, o animal é segurado pelo examinador pelo tronco e pelas patas 

traseiras enquanto é movido lateralmente sobre uma superfície plana. Enquanto o 

animal é movido, uma pata dianteira é bloqueada, e o número de passos dados pelo 

rato para recuperar o equilíbrio, em cada sentido da mobilização, é anotado.  

Outro teste comportamental que avalia o comportamento exploratório do 

animal e a acinesia de membros anteriores é o teste do cilindro. Os ratos são 
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exploradores incansáveis, tanto em seu ambiente natural quanto em laboratório. 

Para explorar superfícies verticais, o animal levanta-se sobre os membros 

posteriores enquanto explora a superfífie com as patas anteriores. O teste do cilindro 

se vale deste comportamento espontâneo do animal para avaliar a acinesia de 

membros anteriores, deficiências na iniciação de movimentos e controle de equilíbrio 

estático, principalmente do centro de gravidade (SCHALLERT E WOODLEE, 2005).   

 

2.14  LESÃO DO STN PELA INJEÇÃO DE ÁCIDO QUINOLÍNICO 

 

O ácido quinolínico é um dos produtos da degradação do triptofano. É um 

agonista dos receptores NMDA e é produzido e liberado in vivo por macrófagos e 

pelas células da micróglia. Considera-se atualmente que seja uma excitotoxina 

cerebral endógena, com envolvimento em várias doenças neuroinflamatórias. Em 

concentrações patológicas, o ácido quinolínico exerce efeito citotóxico pela ativação 

de receptors NMDA. Além disso, essa neurotoxina também induz aumento da 

liberação de glutamato pelos neurônios, inibição da receptação de glutamato pelos 

astrócitos e inibição da glutamina sintetase levando a níveis elevados de glutamato e 

à neurotoxicidade (GUILLEMIN, 2012). Além de ser neurotóxico, o ácido quinolínico 

também é gliotóxico e induz apoptose dos astrócitos (LEE et al., 2010).   

 

2.15 TERAPIA CELULAR RESTAURADORA NO MODELO ANIMAL DE 6-OHDA 

 

Restauração do sistema nigroestriatal no modelo animal de 6-OHDA foi 

primeiramente demonstrada em 1979. Experimentos com transplante de tecido 

embrionário proveniente do MV implantado no neocórtex ou no ventrículo de ratos 

lesados com 6-OHDA demonstraram tanto crescimento de neurônios 
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dopaminérgicos como integração funcional, avaliada pela redução da rotação 

induzida por drogas (BJORKLUND e STENEVI, 1979; PERLOW et al., 1979). Ambos 

os parâmetros se correlacionaram com a proximidade das células transplantadas 

com o striatum carente de dopamina. O número de fibras que desenvolveram 

conexões com o striatum apresentou correlação direta com o número de células 

sobreviventes e a redução das rotações induzidas por drogas (BJORKLUND et al., 

1980). Em 1980, a técnica de neurotransplante experimental de células embrionárias 

foi padronizada, sendo o MV embrionário mecanicamente e enzimaticamente 

triturado até a obtenção de uma suspensão celular única. Esta suspensão era 

injetada, através de cirurgia estereotáxica, no striatum hospedeiro (BJORKLUND et 

al., 1983a). Os embriões eram retirados e preparados 14 dias após a fecundação (E-

14). Neste estágio, os neurônios do MV completam o seu último ciclo mitótico e 

expressam marcadores dopaminérgicos, mas não exibem crescimento de dendritos 

ou axônios. Se dissecados em estágios anteriores, a diferenciação a um fenótipo 

dopaminérgico estaria diminuído. Em estágios mais avançados, a trituração retiraria 

os axônios das células e diminuiria sua viabilidade (VOORN et al., 1988; 

BJORKLUND e STENEVI, 1984). Células originárias de tecido doador que 

originalmente inervariam o striatum mostraram taxa de integração e sobrevivência 

após o transplante significativamente maior do que tecidos doadores provenientes 

de regiões cerebrais que normalmente não apresentam conexões com o striatum 

(ABROUS et al., 1988).  

A eficácia da reconstrução funcional nigroestriatal provou ser dependente: (1) 

da taxa de sobrevida e crescimento celulares, (2) dos tipos celulares e estágios 

evolutivos dos tecidos doadores (3) da técnica de implantação (4) do 

estabelecimento de conexões intercelulares após o transplante e (5) do grau dos 

déficits motores e comportamentais anteriores ao transplante (WINKLER et al., 
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2000). Apesar dos avanços técnicos, a taxa de sobrevida das células 

dopaminérgicas transplantadas não ultrapassou 5%, o nível de dopamina no 

hemisfério transplantado atingiu somente 10-30% comparado ao lado contralateral 

saudável, o crescimento das fibras das células dopaminérgicas transplantadas foi 

limitado a 1-2 mm de distância e a reinervação promovoda pelos neurônios 

transplantados não excedeu 40% comparado ao hemisfério saudável (BRUNDIN e 

BJORKLUND, 1987; SCHMIDT et al., 1983; RIOUX et al., 1991; BJORKLUND et al., 

1983a; DOUCET et al., 1990). 

Em 1994, uma técnica de transplante celular modificada melhorou 

significativamente a sobrevivência e a integração funcional das células do tecido 

doador e reduziu o trauma mecânico da cirurgia estereotáxica e transformou o 

transplante neuronal com o uso de suspensão celular proveniente do MV 

embrionário uma técnica padronizada, reproduzível, e sem as vastas variações que 

existiam anteriormente (NIKKHAH et al., 1994b; NIKKHAH et al., 1994a). A cânula 

para transplante (0,5mm) foi conectada a um capilar de vidro com diâmetro de 50µm 

resultando em um trauma mecânico mínimo durante a injeção das células. Para 

conseguir esta redução no diâmetro do tracto a ser injetado, o protocolo de 

dissecção e trituração das células foi otimizado para a preparação de uma 

suspensão celular homogênea, pois agrupamentos celulares adeririam ao capilar de 

vidro. Esta técnica, conhecida como microtransplante, alcançou uma taxa de 

sobrevida de células TH positivas cerca de dez vezes maior, um volume do 

transplante duas vezes maior e uma densidade de fibras TH positivas duas a três 

vezes maior. O trauma mecânico, o qual pode ser avaliado através da formação de 

cicatrizes astrogliais por imunohistoquímica por glial fibrillary acidic protein (GFAP) 

provou ser reversível e significativamente menor no grupo microtransplante do que 

no grupo transplantado com a cânula metálica convencional (NIKKHAH et al., 
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1994b). Adicionalmente, esta técnica tornou o transplante em pequenas regiões 

cerebrais, como a SN ou em cérebros embrionários ou de ratos neonatais possível 

(NIKKHAH et al., 1995ª; NIKKHAK et al., 1995b). Os transplantes deste experimento 

foram realizados segundo o protocolo de microtransplante acima descrito. 
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3 MÉTODO 

 

3.1 POPULAÇÃO ANIMAL 

 

Foram utilizadas 60 ratas Sprague-Dawley (do laboratório Charles River, 

Sulzfeld, Alemanha), adultas jovens (dois meses) não gestantes com peso entre 250 

e 300 gramas no início do experimento. A utilização destas foi aprovada pelo comitê 

de ética e estatuto para modelos experimentais em animais da Universidade de 

Friburgo - Alemanha. As ratas foram alojadas em condições padrão desta 

universidade. O ciclo circadiano foi mantido alternando 12 horas com luz (diurno) e 

12 horas sem luz (noturno). Os animais foram alojados em gaiolas transparentes de 

plexiglas em grupos de cinco ou seis. O acesso à comida e água foi ad libitum 

durante todo o experimento. Todos os experimentos foram realizados em mesmo 

horário e durante o ciclo diurno. Optou-se por este número de animais a fim de se 

validar os resultados obtidos considerando as possíveis diferenças de resposta 

inerentes a cada indivíduo e levando-se em conta que habitualmente existe uma 

parcela de animais que não completa o processo. Este número permite 

comparações estatísticas com nível de significância adequado (p<0,05).  

 

Critérios de inclusão: 

 Ratas Sprague-Dawley adultas jovens não gestantes 

 Peso entre 250 e 300 gramas no início do experimento.  

 Lesão adequada do FPM direito, comprovada pelo teste de rotação induzida 

por anfetamina (mais do que 5 rotações por minuto para a direita) e pelo teste 

do cilindro (menos de 25% de uso da pata contralateral à lesão). 

 Lesão parcial do STN e/ou da ZI, comprovado por análise histológica, com as 
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colorações de Nissl e Neu-N (Núcleo Neuronal) nos grupos em que este 

procedimento foi realizado. Lesão parcial foi demonstrada pela perda da 

integridade tecidual e gliose. 

 Contagem celular dopaminérgica igual ou superior a 700 células no striatum 

transplantado, comprovado por análise histológica através da coloração com 

TH, indicando técnica correta do transplante.  

 

Critérios de exclusão: 

 Ausência de lesão adequada do FPM direito. 

 Ausência de lesão parcial do STN e/ou da ZI direita, nos grupos em que este 

procedimento foi realizado 

 Número inferior a 700 células dopaminérgicas no striatum direito. 

 

3.2 SUBDIVISÃO EM GRUPOS 

 

Quatro semanas após a chegada dos animais, foi realizada a lesão do FPM 

direito em todas as ratas (n=50), excluindo-se as do grupo controle (grupo Cx, n=10), 

nas quais nenhum procedimento cirúrgico foi realizado. Quatro animais morreram 

durante a cirurgia. Depleção unilateral de dopamina foi confirmada pelo teste rotação 

induzida por drogas, realizado duas e quatro semanas após a lesão. Os animais que 

apresentaram menos de quatro rotações por minuto após injeção de apomorfina e 

menos que cinco rotações por minuto após aplicação de anfetamina no teste de 

rotação realizado duas semanas após a lesão do FPM foram novamente lesados. O 

teste do cilindro e o teste do passo foram realizados seis semanas após a lesão do 

FPM direito. Quatro ratas foram excluídas por não apresentarem lesão adequada de 

acordo com o teste de rotação com anfetamina e com o teste do cilindro. O 
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balanceamento para a divisão em grupos foi realizado para se obter grupos 

homogêneos, o que permite comparações posteriores entre os grupos. A lesão do 

STN e/ou da ZI (n=30) através da injeção de ácido quinolínico foi realizada sete 

semanas após a lesão do FPM, sendo que dois animais não sobreviveram à cirurgia. 

Os testes comportamentais induzidos por drogas e espontâneos e foram realizados 

quatro e seis semanas após este procedimento, respectivamente. Todos os animais 

sobreviventes (n=40), excluindo-se os pertencentes ao grupo controle, receberam 

transplante de células embrionárias provenientes do MV no striatum carente de 

dopamina onze semanas após a lesão do STN e/ou da ZI. Um animal cujo STN fora 

previamente lesado morreu durante este procedimento. Após o transplante, 

seguiram-se dois blocos dos testes comportamentais previamanete descritos. A 

última sessão ocorreu uma semana antes da perfusão e análise histológica. Os 

animais que não apresentaram lesão parcial do STN e/ou da ZI confirmada por 

perda de integridade tecidual e gliose nas colorações de Nissl e Neu-N foram 

excluídos da análise estatística (n=4). Onze animais (cinco do grupo apenas 

transplantado) apresentaram menos do que 700 células dopaminérgicas 

transplantadas no striatum direito e foram excluídos. A análise histológica 

demonstrou em oito animais lesões parciais confinadas à ZI (grupo ZI/Tx) e em nove 

animais lesão parcial do STN a qual se estendia para a ZI (grupo STN/Tx). Os 

animais do grupo Tx (n=7) receberam transplante de células embrionárias como 

terapia única. Dos animais excluídos por apresentarem transplante com contagem 

celular insuficiente, cinco pertenciam ao grupo STN/Tx, um pertencia ao grupo ZI/Tx 

e cinco pertenciam ao grupo Tx. Todos os experimentos conduzidos neste estudo 

foram aprovados pelo comitê de ética da Universidade de Friburgo – Alemanha e 

foram realizados de acordo com este.  
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TABELA 1 - GRUPOS EXPERIMENTAIS 

Grupo n lesão do 

FPM 

Lesão da 

ZI 

Lesão do 

STN 

Transplante 

STN/Tx 9 + + + + 

ZI/Tx 8 + + - + 

Tx 7 + - - + 

Cx 10 - - - - 

FONTE: Dados do estudo 
 

 

TABELA 2 - DESENHO DO EXPERIMENTO 

Tempo (semanas)   Protocolo 

experimental 

Após lesão do FPM Após lesão do STN 

e/ou da ZI 

Após o transplante  

-4   Chegada dos animais 

0   Lesão do FPM 

2   Rotação induzida por 

drogas 

4   Rotação induzida por 

drogas 

6   Testes do cilindro e do 

passo 

7 0  Lesão do STN e/ou da 

ZI 

 4  Rotação induzida por 

drogas 

 6  Testes do cilindro e do 

passo 

 11 0 Transplante 

  4 Rotação induzida por 

drogas 

  6 Testes do cilindro e do 

passo 

  12 Rotação induzida por 

drogas + Testes do 

cilindro e do passo 

  13 Perfusão + Histologia 

FONTE: Dados do estudo. 
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3.3 DISSECÇÃO DO MESENCÉFALO VENTRAL DE EMBRIÕES E PREPARAÇÃO 

DA SUSPENSÃO CELULAR ÚNICA 

 

Embriões no E-14, isto é 14 dias após a fecundação, medindo entre 10,5 e 

11,5 mm foram retirados de ratas Sprague Dawley grávidas obtidas do Laboratório 

Charles River, Suchfeld, Alemanha, e o MV do embrião foi dissecado. Na figura 2 

observa-se um desenho esquemático da dissecção e preparação do MV embrionário 

até a obtenção da suspensão celular única. 

 

 

FIGURA 2 - ESQUEMA DA DISSECÇÃO DO MV DE EMBRIÕES E-14 E FIGURA DA SUSPENSÃO 
CELULAR ÚNICA.  
A) SNC embrionário, B) esquema de dissecção do mesencéfalo ventral, C) digestão enzimática e 
trituração mecânica, D) suspensão celular única.  
FONTE: Dados do estudo. 

 

As ratas prenhas foram anestesiadas através de injeção intraperitoneal de 

Ketamina 10% (0,1 ml/kg; Essex, Munique, Alemanha) e Xilazina (Rompum®, 2%, 

0,01ml/kg; Bayer, Leverkusen, Alemanha). Após incisão do abdômen, o útero foi 

retirado e lavado com PBS (phosphate buffered saline) estéril. Subseqüentemente, 

os embriões foram retirados do útero e mantidos em HBSS (Hank`s balanced salt 

solution) (Gibco, Invitrogen, Alemanha). Os mesencéfalos ventrais dos embriões 

foram microscopicamente dissecados e preservados em tubos Eppendorf de 0,5 ml 

A B 

C 

D 
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contendo 0,1% DNAse diluída em HBSS. O agrupamento de mesencéfalos ventrais 

foi então incubado em tripsina 0,1% e DNAse 0,05% por 20 minutos à 37°C. Na 

seqüência, a suspensão foi lavada quatro vezes em DNAse 0,05% diluída em HBBS. 

Após remoção do sobrenadante, o tecido foi mecanicamente triturado utilizando-se 

pontas de pipeta de 1000µl e 200µl polidas a fogo. A suspensão celular única 

resultante foi ajustada para uma concentração de 130.000 células/µl e uma 

viabilidade maior que 98%, a qual foi avaliada pelo método de azul de triptano. 

 

3.4 ANESTESIA E PREPARAÇÃO DO ANIMAL 

 

Todos os procedimentos cirúrgicos foram realizados com anestesia geral 

inalatória. A anestesia foi induzida com isofluorano 4% (Abbott, Alemanha) e fluxo de 

oxigênio de 4l/min e a manutenção foi realizada com isofluorano 2-2,5% e fluxo de 

oxigênio de 2l/min. O sítio cirúrgico foi tricotomizado (aparelho de barbear da 

empresa Braun, Alemanha) e lavado com iodo alcoólico (Mundipharma, Alemanha). 

As córneas foram protegida pela aplicação de pomada ocular (Bepanthen creme, da 

empresa Roche, Alemanha). Subsequentemente, os animais foram fixados no frame 

estereotáxico (Stoelting, frame estereotáxico número 51600, Stoelting, Estados 

Unidos da América) e foi realizada incisão longitudinal de dois centímetros para 

exposição do crânio e do bregma como marcos anatômicos. Nas coordenadas 

estereotáxicas apropriadas (Tabela 3) foram realizados orifícios de 1-2 mm utilizando 

Microdrill (Proxxon Micromot 40, da empresa Proxxon, Alemanha) sem lesar a dura-

máter. Após os procedimentos a pele foi suturada com clipes cirúrgicos e novamente 

lavada com iodo. Analgesia pós-operatória foi conferida pela injeção subcutânea de 

dipirona (50 mg/kg), aplicada após todos os procedimentos cirúrgicos. 
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TABELA 3 - COORDENADAS ESTEREOTÁXICAS UTILIZADAS NESTE ESTUDO PARA LESÃO DO 
FPM, PARA LESÃO DO STN E/OU DA ZI E PARA O TRANSPLANTE DE CÉLULAS 
DOPAMINÉRGICAS.  

Procedimento 

cirúrgico 

Barra de dentes 

(BD) 

Antero-posterior 

(AP) 

Lateral (L) 

 

Dorso-ventral 

(DV) 

Lesão do núcleo 

prósencefálico 

medial direito 

+3,4 // -2,3 -4 // -4,4 -0,8 // -1,2 -8 // -7,8 

Lesão do núcleo 

subtalâmico direito 

-3,3 -3,3 -2,6 -7,4 // -7,2 

Transplante de 

células embrionárias 

dopaminérgicas 

0 // 0 0 // +1,2 -2,5  -5 // -4 

FONTE: Dados do estudo.  
NOTA: Dados em milímetros. 

 

3.5 LESÃO DO FEIXE PROSENCEFÁLICO MEDIAL DIREITO 

 

Todas as ratas, excetuando-se o grupo controle, receberam lesão unilateral 

completa da via dopaminérgica nigroestriatal através da injeção de 6-OHDA 

(3,6µg/µl em 0,2% de ácido ascórbico e 0,9% de solução salina) no FPM direito em 

dois trajetos (Figura 3). Duas injeções estereotáxicas foram realizadas nas seguintes 

coordenadas em relação ao bregma e à dura-mater (PAXINOS E WATSON, 2007). 

Primeiro trajeto (em mm): BD= +3,4; AP= -4,0; L= -0,8; DV= -8,0. Segundo trajeto 

(em mm): BD= -2,3; AP= -4,4; L= -1,2; DV= -7,8.   

Para o procedimento foram utilizadas seringas de Hamilton (Hamilton microliter 

syringes, Hamilton Europe, Suíça) de 10 µl acopladas a agulhas de aço de 26 

Gauge. No total, os animais receberam a quantidade de 5.5 µl da solução 0,36% de 

6-OHDA (preparo da solução: 3,6 mg de 6-hidroxidopamina-hidroclorido e 0,1 µg de 

ácido ascórbico dissolvidos em 1 ml de solução salina isotônica estéril) (ácido 
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ascórbico da empresa Merk, Alemanha e 6-hidroxidopamina-hidroclorido da empresa 

Sigma, Estados Unidos da América) numa velocidade de injeção de 2 µl/min. Antes 

de ser retirada, a cânula foi mantida na mesma posição por três minutos para 

permitir a difusão da toxina no tecido circundante. Para prevenir oxidação, a solução 

de 6-OHDA foi mantida em gelo e protegida da luz.  

 

 

 

FIGURA 3 LESÃO DO FEIXE PROSENCEFÁLICO MEDIAL DIREITO PELA INJEÇÃO 6-OHDA 

FONTE: Dados do estudo. 
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3.6 LESÃO DO STN E/OU DA ZI COM ÁCIDO QUINOLÍNICO 

 

Após indução da anestesia os animais foram posicionados no frame estereotáxico 

com a BD à -3,3 mm. Um pequeno orifício foi drilado no crânio para injeção 

estereotáxica de ácido quinolínico (ácido 2,3 pirinodicarboxilico) nas seguintes 

coordenadas AP= -3,3; L= -2,6; DV1= -7,4; DV2= -7,2 (PAXINOS e WATSON, 2007). 

A lesão foi realizada com uma seringa de Hamilton de 10µl conectada a uma cânula 

de aço de 26 Gauge. Em cada coordenada 0,15 µl da solução de ácido quinolinico 

0,12-M (Sigma - Aldrich – Estados Unidos da América) em solução salina (pH = 7,4) 

foi injetada a uma velocidade de 0,1 µl por 15 segundos. Após a injeção, a cânula foi 

mantida em posição por 3 minutos para permitir a disperção da solução no tecido 

adjacente. Ao término do procedimento, os animais receberam 5 mg/kg de diazepam 

intraperitoneal para suprimir crises convulsivas no período pós-operatório imediato e 

dipirona 50 mg/kg subcutânea foi administrada para conferir analgesia.   

 

3.7 TRANSPLANTE DAS CÉLULAS EMBRIONÁRIAS ORIGINÁRIAS DO 

MESENCÉFALO VENTRAL 

 

O transplante da suspensão celular única no striatum depletado de dopamina 

foi realizado onze semanas após a lesão do STN e/ou da ZI. Para reduzir o trauma 

mecânico foi utilizado um capilar de vidro (Universidade de Friburgo, Alemanha) com 

diâmetro de 50 µm conectado a uma seringa de Hamilton (Hamilton Europe, Suíça) 

de 2 µl. Após lavar o capilar de vidro com solução acelular foi realizado o transplante 

de células embrionárias provenientes do MV em dois trajetos e quatro depósitos 

(vide tabela 3). Cada depósito recebeu 0,5 µl da suspensão celular única, a qual 

tinha a concentração de 130.000 células/µl, resultando num total de 260.000 células 
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transplantadas por striatum. A viabilidade das células na suspensão celular era 

superior a 98%, avaliada através do método de azul de triptano. Após injeção da 

suspensão celular, o capilar foi mantido em cada posição por 3 minutos antes de sua 

lenta retirada. Este processo foi repetido para cada tracto. Depois de retirada, a 

seringa foi novamente lavada com solução acelular. 

 

3.8 ROTAÇÃO INDUZIDA POR DROGAS 

 

Este teste foi realizado quatro semanas após cada procedimento cirúrgico e 

adicionalmente doze semanas após o transplante de células embrionárias 

dopaminérgicas. Em cada sessão, primeiramente foi realizado o teste de rotação 

induzida pela injeção subcutânea de apormorfina e dois dias após foi realizado o 

teste de rotação induzida pela injeção intraperitoneal de anfetamina. Este intervalo 

de dois dias entre os testes foi dado para garantir a completa metabolização da 

apomorfina antes da posterior rotação com anfetamina. 

A solução de apomorfina (Sigma, Estados Unidos da América) foi preparada 

diluindo-se 0,5 mg de hidrocloreto de apomorfina e 2 mg de ácido ascórbico em 10ml 

de solução salina isotônica estéril. Após o preparo, a solução foi mantida a 4°C no 

escuro até sua completa utilização para evitar oxidação. Após injeção subcutânea de 

0,05 mg/kg de apomorfina, os animais foram conectados ao rotômero e seu 

comportamento rotacional analisado por 40 minutos. Para o teste de rotação 

induzida por anfetamina, a solução de anfetamina foi preparada adicionando-se 12,5 

mg de sulfato de D-anfetamina (da empresa Sigma, Estados Unidos da América) à 5 

ml de solução salina isotônica estéril, obtendo-se uma concentração de 2,5 mg/ml. 

Após conexão do animal ao rotômero, esta solução foi injetada intraperitonealmente 

na dose de 2,5 mg/kg e o padrão rotacional foi gravado por 90 minutos.  
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Para realização do teste de rotação induzida por drogas utilizou-se rotômeros 

de acordo com o modelo de Ungerstedt e Arbuthnott, 1970. Os rotômeros 

empregados tinham o formato côncavo, parecido com uma tijela (figura 4). Para 

contagem, os animais foram individualmente conectados ao sistema de aferição, 

constituído de um fio elástico preso ao redor do tórax do animal, imediatamente 

posterior à pata dianteira. O elástico era ajustado de modo confortável a fim de não 

restringir os movimentos ou perturbar o animal (figura 5).  

 

 

FIGURA 4 - CAIXA EM FORMATO CÔNCAVO PARA A REALIZAÇÃO DO TESTE DE ROTAÇÃO 
INDUZIDA POR DROGAS. 
FONTE: Dados do estudo. 
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FIGURA 5 - ANIMAL COLOCADO NA CAIXA E CONECTADO AO ROTÔMETRO 
FONTE: Dados do estudo. 
 
 

Um fio de aço de 0,4 mm de diâmetro é preso tanto ao elástico que envolve o 

animal quanto à base do rotômero (Universidade de Hannover, Alemanha). Na base, 

localizada no centro geométrico de uma esfera, um sistema composto de rolamentos 

o qual reage a cada rotação do animal permite a contagem eletrônica de dez 

animais simultaneamente (figura 6). Os dados obtidos pela base são enviados ao 

sistema de análise, Rotation behavior analysis software (Universidade de Hannover, 

Alemanha), no qual as rotações completas por minuto (eixo y) são plotadas no 

tempo (eixo x). As rotações completas para a esquerda foram plotadas como valores 

negativos no eixo y e as rotações completas para a direita como valores positivos no 

eixo y. 
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FIGURA 6 - BASE DO ROTÔMETRO, DEMONSTRANDO O SISTEMA DE ROLAMENTOS, O QUAL 
ESTÁ CONECTADO AO COMPUTADOR PARA ANÁLISE DOS DADOS. 
FONTE: Dados do estudo. 

 

Este desenho não restringe os movimentos do animal e impede que o fio que 

o conecta a base seja demasiadamente esticado.  

 

3.9 TESTE DO CILINDRO 

 

O teste do cilindro (Figura 7) é comumente empregado em modelos animais 

de doença de Parkinson. Este teste utiliza o comportamento explorador espontâneo 

do animal para avaliação da assimetria motora das patas dianteiras. Os ratos foram 

submetidos ao teste do cilindro seis semanas após cada procedimento cirúrgico e 

adicionalmente doze semanas após o transplante celular. Para tal, os mesmos foram 

colocados no centro de um cilindro transparente de plexiglas (Universidade de 

Friburgo – Alemanha) de 20 cm de diâmetro e 40 cm de altura por 4 minutos. O 

comportamento explorador do animal foi gravado por uma câmera de vídeo 

localizada acima do cilindro. O número de vezes que o animal tocou a parede lateral 

do cilindro com sua pata dianteira direita ou esquerda foi contado. Os resultados 
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foram analisados como a porcentagem de toques da pata dianteira contralateral aos 

procedimentos cirúrgicos em relação ao total de toques com as duas patas.  

 

 

FIGURA 7 – ANIMAL REALIZANDO O TESTE DO CILINDRO 
FONTE: Dados do estudo 

 

3.10 TESTE DO PASSO 

 

Acinesia do membro anterior foi testada através do teste do passo, o qual foi 

realizado seis semanas após cada procedimento cirúrgico e adicionalmente doze 

semanas após o transplante de células. Neste teste, o animal é movido lateralmente 

sobre uma superfície plana 60 cm para a direita e 60 cm para a esquerda durante 

aproximadamente 4 segundos para cada lado, enquanto uma pata dianteira é 

bloqueada (Figura 8). O número de vezes que o animal se apoia na superfície plana 

com a pata não bloqueada, movimento semelhante a um passo, foi contado e 

anotado separadamente para cada sentido, medial e lateral. Em cada sessão este 
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processo foi repetido três vezes com a pata contralateral aos procedimentos e os 

resultados foram expressos como a média de passos em cada sentido em cada 

sessão. Para realização deste teste é necessário que o animal esteja acostumado 

com o examinador e a ser manipulado, uma vez que exige que o animal esteja 

confortável para sua correta execução.  

 

 

FIGURA 8 – ANIMAL REALIZANDO O TESTE DO PASSO. 
FONTE: Dados do estudo. 
NOTA: O animal é segurado pelo examinador, o qual bloqueia uma pata dianteira do animal.  

 

3.11  PERFUSÃO DO ANIMAL E FIXAÇÃO DO CÉREBRO EM FORMALDEÍDO 

 

A acurada perfusão e fixação do cérebro do animal é um passo crucial para a 

preservação do tecido e para a análise histológica. Treze semanas após o 

transplante de células embrionárias provenientes do MV, os animais foram 

terminalmente anestesiados com uma overdose de ketamina e xilasina. O abdômen 

foi aberto, o músculo diafragma incisado e o conteúdo da caixa torácica exposto 

para visualização do coração e dos grandes vasos da base. Após abertura do 

ventrículo esquerdo, uma cânula de metal de 18G com ponta romba conectada a 

uma bomba de perfusão foi inserida transcardialmente até atingir a aorta 
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ascendente. Nesta posição a cânula foi fixada com auxílio de uma pinça cirúrgica 

tipo hemostática. O ventrículo direito foi aberto com uma tesoura cirúrgica para 

permitir a evasão do líquido perfundido excedente e a aorta abdominal foi 

clampeada. Os animais foram primeiramente perfundidos com 300 ml de uma 

solução gelada de 1xPBS e posteriormente com 300 ml de uma solução gelada de 

formaldeído a 4%. A velocidade de perfusão foi ajustada para 1.500 ml/h. Após o 

término da perfusão os animais foram decapitados, os cérebros retirados e pós-

fixados em uma solução contendo formaldeído 4% por 12 horas. Posteriormente, os 

cérebros foram cuidadosamente transferidos para frascos de vidro contendo sucrose 

30% e mantidos a 4 °C até que os mesmos afundassem. Isto significa que o tecido 

estava embebido em sucrose e adequado para o corte.  

 

3.12 CORTE E COLETA DO TECIDO CEREBRAL  

 

Os cérebros fixados e embebidos em sucrose 30% foram cortados com um 

criótomo (Criótomo SM 2000R, Leica, Alemanha) após congelamento a -40°C. O 

córtex direito foi marcado através de um corte superficial com um bisturi. O cérebro 

foi preso no criotomo com uma solução de Tissue-Tec (Sacura, Holanda) e 

congelado a -40°C. Os cortes coronais rostrais de 40 µm de espessura foram 

coletados em frascos de vidro contendo 1XPBS até visualização do hipocampo em 

1:6 séries. Os cortes caudais incluindo o STN foram cortados a 30 µm de espessura 

e coletados em 1:2 séries para permitir melhor controle histológico da lesão do STN 

e/ou da ZI. 
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3.13 COLORAÇÃO E IMUNOHISTOQUÍMICA  

 

Os cortes rostrais foram corados com tirosina hidroxilase (TH) para análise do 

transplante, e os cortes caudais com Nissl e Neu-N para verificação da lesão do STN 

e/ou da ZI.  

TH é um marcador imunohistoquímico de neurônios monoaminérgicos, 

incluindo os dopaminérgicos. Na cascata metabólica da dopamina, a TH catalisa a 

hidroxilação de tirosina à L-DOPA, a qual in vivo é descarboxilada à dopamina. A 

imunohistoquímica foi realizada pela técnica de free-floating utilizando dois mililitros 

de reagente para cada frasco de vidro. Durante todos os períodos de incubação os 

frascos foram mantidos em uma plataforma em constante agitação à temperatura 

ambiente. Caso não mencionado o contrário, após cada passo os cortes foram 

lavados três vezes com 1xPBS. Primeiramente, os cortes rostrais foram incubados 

por 10 min em 3% H2O2/10% Metanol dissolvido em 1xPBS para inativar a 

peroxidase endógena. A fim de bloquear possíveis sítios ligadores inespecíficos, o 

tecido foi incubado com solução bloqueadora por duas horas. O anticorpo primário 

(#T1299, mouse anti-TH, Sigma – Estados Unidos da América, diluído a 1:2000 de 

solução bloqueadora) foi adicionado, sem lavagem da solução bloqueadora e 

incubado por 12 horas. O anticorpo secundário (#E0464, goat anti-mouse, marcado 

com biotina, Dako – Dimamarca, diluído a 1:200 de 1xPBS) foi adicionado aos 

frascos contendo os cortes e incubado por 1 hora. Após incubação com solução 

ABC (Vectasin, Estados Unidos da América) por 1 hora, os cortes foram tratados 

com DAB (Merck, Alemanha). O período de incubação, de 2 a 4 minutos, foi 

analisado individualmente até a intensidade ideal da coloração por DAB ser atingida. 

Após lavagem cuidadosa os cortes foram montados em lâminas e secados à 

temperatura ambiente por 12 horas. Finalmente, o tecido foi desidratado por 
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submersão na seqüência de álcoois descrita a seguir: 70% EtOH - 70% EtOH - 96% 

EtOH - 96% EtOH -100% EtOH - 100% EtOH – Xilol – Xilol. Imediatamente após, as 

lâminas foram cobertas com cola Histofluid (Zitt-Thoma, Alemanha) e lamínulas e 

deixadas para secar por 12 horas a temperatura ambiente.  

Neu-N reage com a maioria das células neuronais maduras, incluindo as 

células dos gânglios da base. Foi utilizado, em conjunto com a coloração de Nissl 

para identificar a lesão do STN e/ou da ZI. Para coloração com Neu-N foi utilizado 

técnica de imunohistiquímica por free-floating. Os passos foram idênticos à 

coloração com TH, diferindo somente pelos anticorpos empregados. O anticorpo 

primário utilizado foi o mouse-anti-NeuN (#MAB377, p30 Merck Millipore – Estados 

Unidos da América) na diluição 1:250 de solução bloqueadora. O anticorpo 

secundário utilizado foi rabbit-anti-mouse IgG marcado com biotina (#E0464, Dako - 

Dinamarca) diluído à 1:200 de 1xPBS.  

Para a coloração de Nissl os cortes cerebrais foram primeiramente montados 

em lâminas, as quais foram imersas em uma sequência de soluções. A solução de 

Nissl 0,1% foi preparada pela adição de 0,5g de Violeta de Cresila, 0,103g de 

acetato de sódio e aproximadamente 1,65ml de ácido acético para cada 500 ml de 

solução. O pH foi ajustado para 3,5 através da adição de ácido acético. 

Primeiramente, as lâminas foram imersas brevemente em água acética (ácido 

acético em água bidestilada 1:1000), seguida por submersão na solução de 0,1% de 

Violeta de Cresila por 10 a 20 min até atingir a intensidade de coloração desejada. 

Subseqüentemente as lâminas foram novamente mergulhadas na solução de água 

acética e posteriormente desidratadas por imerção numa seqüencia crescente de 

álcoois: 70% EtOH – 70% EtOH - 90% EtOH – 100% EtOH – 100% EtOH – Xilol – 

Xilol. Após a coloração, as lâminas foram imediatemente cobertas com cola 

Histofluid e lamínula e deixadas para secar por 12 horas em temperatura ambiente. 
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3.14 ANÁLISE MORFOLÓGICA: NÚMERO DE CÉLULAS DOPAMINÉRGICAS, 

DENSIDADE DAS FIBRAS DOPAMINÉRGICAS PROVENIENTES DO 

TRANSPLANTE E ANÁLISE DA LESÃO DO STN E DA ZI 

 

A contagem de células TH positivas foi realizada no microscópio Leica DMRB 

(Leica – Alemanha) usando o programa StereoInvestigator (versão 5.05.1, 

MicroBrightField, Estados Unidos da América) como paradigma estereológico. Os 

cortes ântero-posteriores foram analisados e as células dopaminérgicas 

sobreviventes no transplante contadas em uma série rostral completa. O número 

total de células foi calculado através da fórmula de Abercrombie (ABERCROMBIE, 

1946). P= M/(D+M)*A*N, onde P= número total de células dopaminérgicas; M= 

espessura dos cortes, aqui 40 µm; D= diâmetro da células dopaminérgicas, aqui 

17,12 µm; A= número de células contadas; N= número de séries, no caso, seis.  

A reinervação promovida pelo transplante no striatum carente de dopamina foi 

analisada por meio da densidade óptica (DO) das fibras nervosas adjacentes ao 

transplante. Esta DO foi comparada à densidade óptica do striatum intacto e à DO 

do corpo caloso, a qual foi utilizada como controle. A DO foi calculada em quatro 

coordenadas ântero-posteriores selecionadas (+1,7; +1,0; +0,48; -0,4) e foi realizada 

no microscópio Olympus AX70 (Microscópio Olympus com câmera Olympus C-12, 

Alemanha) através do programa analySIS (Soft Imaging System, Alemanha). A 

densidade de fibras TH positivas foi expressa como a porcentagem relativa do 

striatum transplantado comparado ao striatum intacto e foi expressa como uma 

proporção: (DO do striatum transplantado – DO do corpo caloso / DO do striatum 

saudável – DO do corpo caloso) * 100. 

Os cortes caudais foram analisados no microscópio Olympus AX70 para 

detectar a presença da lesão do STN e/ou da ZI utilizando as colorações de Nissl e 
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Neu-N. Todos os cortes ântero-posteriores foram analisados com ambas as 

colorações. A lesão parcial do STN e/ou da ZI foi caracterizada como perda da 

integridade tecidual, gliose e atrofia nas estruturas estudadas. Como critério para 

inclusão dos animais no grupo STN/Tx, considerou-se lesão de aproximadamente 

40%-60% do STN, na análise microscópica visual. Em todos os animais deste grupo 

foi observado, na análise microscópica, adicionalmente, lesão discreta da ZI. Estas 

lesões localizaram-se praticamente da totalidade dos casos na região caudal da ZI e 

acometeram aproximadamente 5-10% desta estrutura. Os animais incluídos no 

grupo ZI/Tx, apresentaram lesões, caracterizadas por perda da arquitetura tecidual, 

gliose e atrofia, envolvendo 20% a 40% da ZI e se localizaram praticamente da 

totalidade dos casos na região rostro-lateral. Adicionalmente, observou-se que as 

lesões descritas estavam confinadas no STN e/ou na ZI, não acometendo estruturas 

adjacentes. 

 

3.15 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Após confirmação da distribuição normal dos dados, a análise estatística foi 

realizada através do software Statistica (StatSoft, Estados Unidos da América) 

usando o one-way ANOVA (Analysis of Variance) ou two-way ANOVA com 

mensurações repetidas. Caso a hipótese nula (Ho), isto é, as médias de todos os 

grupos são as mesmas fosse ser descartada pelo ANOVA, aplicava-se o Newman 

Keuls como teste post-hoc para definir quais médias diferiam estatisticamente. O 

nível de significância considerado foi de p< 0,05. Os resultados foram expressos 

pela média ± erro padrão da média (EPM). Para confecção dos gráficos foi utilizado 

o programa Sigma Plot (Systat Software – Estados Unidos da América).  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 ANÁLISE HISTOLÓGICA DO TRANSPLANTE 

 

A coloração com TH foi realizada para contagem de neurônios 

dopaminérgicos sobreviventes e para avaliar a reinervação por fibras neuronais no 

striatum adjacente ao transplante, através da DO. Nas figuras 9, 10 e 11 observa-se 

preparados histológicos corados com TH demonstrando o transplante em animais 

submetidos à lesão do STN, à lesão da ZI e ao transplante celular como intervenção 

única, respectivamente, nas coordenadas +1,7; +1,0; +0,48 e -0,4. Em todos os 

grupos, os animais apresentaram transplantes com células dopaminérgicas 

agrupadas na interface entre o striatum hospedeiro e o transplante ou dentro do 

núcleo do transplante. Todos os transplantes revelaram uma morfologia clássica 

com a maioria das células agrupadas na periferia e apenas poucas células e 

reinervação no núcleo. Na contagem do número de células dopaminérgicas 

existentes no transplante, o grupo STN/Tx apresentou uma média de 1769 (± 211) 

células, o grupo ZI/Tx 2123 (± 222) e o grupo Tx 857 (± 53) (Tabela 4). Observou-se 

um efeito de grupo no one-way ANOVA (F(2,21)=10,80,p=0,0005). Aplicando-se o 

teste post-hoc, observou-se uma diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos STN/Tx e Tx (p=0,003) e entre os grupos ZI/Tx e Tx (p=0,0005). A 

reinervação do striatum foi mensurada através da DO do striatum adjacente ao 

transplante, excluindo os núcleos celulares. Embora uma intensa tendência a uma 

melhor reinervação do striatum hospedeiro tenha sido observada nos grupos que 

receberam lesão parcial do STN e/ou da ZI, esta não atingiu diferença estatística 

significativa (F=2,21)=2,95,p=0,07). As médias de reinervação obtidas foram de 

44,17% (± 4,23%) no grupo STN/Tx, 45,64% (± 2,6%) no grupo ZI/Tx e 34,6%           
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(± 2,3%) no grupo Tx (Tabela 4). No gráfico 1, estão representadas as médias ± 

EPM do número de células no transplante e da taxa de reinervação do striatum 

hospedeiro por fibras provenientes do transplante em cada grupo experimental.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 64 

TABELA 4 – TABELA REPRESENTATIVA DO NÚMERO DE CÉLULAS DOPAMINÉRGICAS NO 
TRANSPLANTE E DA PORCENTAGEM DE REINERVAÇÃO ESTRIATAL ADJACENTE AO 
TRANSPLANTE EM CADA ANIMAL INCLUÍDO NO ESTUDO.  

Grupo Animal Células Reinervação  

STN/Tx 1 2176,84 23,70 

STN/Tx 2 2960,00 46,83 

STN/Tx 3 1393,68 42,70 

STN/Tx 4 2000,00 48,22 

STN/Tx 5 2029,47 58,78 

STN/Tx 6 1132,63 41,99 

STN/Tx 7 1730,53 56,91 

STN/Tx 8 1722,11 53,61 

STN/Tx 9 778,95 24,76 

Média   1769 44,17 

EPM  211 4,23 

ZI/Tx 1 2164,21 39,63 

ZI/Tx 2 2652,63 56,49 

ZI/Tx 3 2370,53 41,27 

ZI/Tx 4 2766,32 46,28 

ZI/Tx 5 1511,58 45,02 

ZI/Tx 6 2736,84 57,05 

ZI/Tx 7 1701,05 37,83 

ZI/Tx 8 1086,32 41,56 

Média  2123 45,64 

EPM  222 2,6 

Tx 1 850,53 27,73 

Tx 2 1035,79 44,89 

Tx 3 880,00 34,26 

Tx 4 707,37 29,30 

Tx 5 757,89 37,59 

Tx 6 720,00 30,47 

Tx 7 1052,63 37,94 

Média  857 34,6 

EPM  53 2,3 

NOTA: Dados do estudo.  
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FIGURA 9 – FOTOGRAFIAS DE PREPARADOS HISTOLÓGICOS CORADOS COM TH 
DEMONSTRANDO O TRANSPLANTE EM UM ANIMAL SUBMETIDO À LESÃO PARCIAL DO STN 
FONTE: Dados do estudo. 
NOTA: Observa-se no lado esquerdo da foto o striatum intacto, com coloração marrom escura. No 
lado direito da foto, observa-se o striatum carente de dopamina (marrom claro) pela lesão do FPM 
direito. Observa-se também, o transplante de células embrionárias no striatum carente de dopamina 
(núcleos celulares e reinervação do striatum adjacente).  
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FIGURA 10 – FOTOGRAFIAS DE PREPARADOS HISTOLÓGICOS DEMONSTRANDO O 
TRANSPLANTE EM UM ANIMAL SUBMETIDO À LESÃO PARCIAL DA ZI 
FONTE. Dados do estudo. 
NOTA: Preparado histológico corado com TH, onde se observa o transplante celular dopaminérgico 
no striatum direito (da foto). As células transplantadas reinervam o striatum adjacente e o transplante 
apresenta a característica clássica com células predominantemente na periferia e poucas células e 
reinervação no centro do transplante. 
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FIGURA 11 – FOTOGRAFIAS DE PREPARADOS HISTOLÓGICOS DEMONSTRANDO O 
TRANSPLANTE EM UM ANIMAL DO GRUPO TX 
FONTE: Dados do estudo. 
NOTA: Observa-se o transplante no striatum de um animal submetido unicamente à terapia de 
restauração celular nas mesmas coordenadas ântero-posteriores das figuras 9 e 10. Nota-se a 
reinervação por fibras dopaminérgicas provenientes dos neurônios transplantados no striatum direito. 
Comparando-se as figuras, observa-se claramente maior coloração por TH (corante de neurônios 
dopaminérgicos)  nos transplantes dos animais submetidos à lesão do STN e/ou da ZI. 
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GRÁFICO 1 – MÉDIAS DO NÚMERO DE CÉLULAS DOPAMINÉRGICAS NO TRANSPLANTE E DE 
REINERVAÇÃO DO STRIATUM POR FIBRAS PROVENIENTES DO TRANSPLANTE 
FONTE: Dados do estudo 
NOTA: Número de células corrigido pela fórmula de Abercrombie e DO expressa em porcentagem em 
relação ao striatum contralateral intacto. No primeiro gráfico, referente à contagem celular, observa-se 
diferença estatisticamente significativa entre os grupos STN/Tx e Tx e entre os grupos ZI/Tx e Tx. No 
segundo gráfico, referente à reinervação do striatum ipsilateral por fibras dopaminérgicas 
provenientes do transplante, não se observa diferença estatisticamente significativa entre os grupos. 
Os dados são expressos em médias e a barra de erro em EPM. (* p=0,003) STN/Tx versus Tx;         
(≠ p=0,0005) ZI/Tx versus Tx. 
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4.2 ANÁLISE DA LESÃO DO NÚCLEO SUBTALÂMICO E/OU DA ZONA INCERTA 

COM ÁCIDO QUINOLÍNICO 

 

A lesão do STN e/ou da ZI foi confirmada através da coloração de Nissl e 

Neu-N. Análise histológica demonstrou que nove animais apresentaram lesão parcial 

do STN a qual se estendia para a ZI (grupo STN/Tx) (Figura 12) e que oito animais 

tinham lesão parcial confinada à ZI (grupo ZI/Tx) (Figura 13). A injeção de ácido 

quinolínico resultou em uma lesão apenas parcial das estruturas em estudo em 

todos os animais experimentais.  

 

 

FIGURA 12 – FOTOGRAFIA DE PREPARADO HISTOLÓGICO COM A COLORAÇÃO NEU-N 
DEMONSTRANDO A LESÃO PARCIAL DO STN E DA ZI 
FONTE: Dados do estudo  
NOTA: Observa-se no lado direito da foto a lesão do STN pela injeção de ácido quinolínico 
comparando-se ao lado esquerdo intacto. As setas pretas cheias no lado direito delimitam o STN 
lesado. No lado esquerdo, as setas delimitam o STN intacto. No lado direito nota-se atrofia do STN, 
além de gliose e perda da arquitetura tecidual. Além disso, observa-se a lesão da ZI adjacente  (seta 
vermelha), caracterizada por discreta atrofia e gliose da parte lateral desta estrutura. 
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FIGURA 13 – FOTOGRAFIA DE PREPARADO HISTOLÓGICO COM NEU-N DEMONSTRANDO 
LESÃO PARCIAL DA ZI PELO ÁCIDO QUINOLÍNICO  
FONTE: Dados do estudo. 
NOTA: Neste preparado histológico corado por Neu-N observa-se a lesão parcial da ZI, indicada por 
flexas negras cheias no lado direito da foto. Observa-se atrofia e perda da arquitetura tecidual da ZI 
lesada. No lado esquerdo, a ZI intacta está delimitada por flexas com contorno negro.   

 

4.3 ANÁLISE DA ROTAÇÃO INDUZIDA POR DROGAS.  

 

A rotação induzida pela aplicação de apomorfina e anfetamina foi avaliada 

após cada lesão e após o transplante. Após a lesão do FPM, os animais lesados 

apresentaram o clássico comportamento rotacional contralateral induzido pela 

admintração de apomorfina. Na análise utilizando o teste two-way ANOVA com 

mensurações repetidas, observou-se um efeito entre os grupos e as sessões 

(F(9,90)=7,24, p=7,3x10-8). A lesão parcial do STN e/ou da ZI não exerceu influência 

no comportamento rotacional dos animais após administração de apomorfina. 

Contudo, comparando-se as sessões pré- e quatro semanas pós-transplante, 

observou-se uma redução significativa da assimetria rotacional, caracterizando 

melhora motora funcional, nos grupos STN/Tx (p=0,001) e ZI/Tx (p=0,0002). 

Comparando os os testes pré- e doze semanas pós-transplante, uma redução 

significativa da assimetria rotacional foi observada em todos os grupos 

experimentais (p<0,001 em todos os grupos), excetuando-se o grupo controle.  

Na comparação entre os grupos, em sessões equivalentes, observou-se que 

o grupo STN/Tx apresentou melhora significativamente superior ao grupo Tx tanto às 
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quatro (p=0,003) como doze semanas após o transplante (p=0,02). O mesmo padrão 

de resposta não foi observado no grupo ZI/Tx, o qual não diferiu significativamente 

do grupo Tx em ambas as sessões pós-transplante (Gráfico 2).  

 

GRÁFICO 2 – COMPORTAMENTO ROTACIONAL INDUZIDO PELA INJEÇÃO SUBCUTÂNEA DE 
APOMORFINA 
FONTE: Dados do estudo 
NOTA: Nos grupos STN/Tx e ZI/Tx, observa-se diferença estatisticamente significativa entre a 
primeira e a terceira sessões e entre a primeira e a quarta sessões. No grupo Tx, observa-se 
diferença estatisticamente significativa entre a primeira e a quarta sessões.   Comparando-se os 
grupos, observa-se diferença estatisticamente significativa entre  os grupos STN/Tx e Tx, em ambas 
as sessões após o transplante. Dados expressos como médias do número de rotações por minuto. 
Barras de erro demonstrando o EPM. 

 

Após a lesão do FPM, assimetria rotacional ipsilateral foi observada em todos 

os grupos após administração intraperitoneal de anfetamina, excetuando-se o grupo 

controle. O padrão de resposta após a lesão do FPM foi semelhante em todos os 

grupos lesados, os quais apresentaram uma média superior a cinco rotações por 

minuto após a administração da droga. Na análise estatística utilizando o teste two-

way ANOVA com mensurações repetidas, observou-se um efeito entre os grupos e 

as sessões (F(9,90)=21,57, p=1x10-6). Na segunda sessão, após a lesão parcial do 
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STN e/ou da ZI, observou-se que estas não influenciaram a resposta rotacional 

induzida pela aplicação da droga. Após o transplante, observou-se a característica 

resposta de compensação excessiva após a injeção de anfetamina, na qual os 

animais invertem o sentido de rotação de ipsi para contralateral à lesão após a 

administração da droga. Em todos os grupos transplantados observou-se diferença 

estatisticamente significativa entre as sessões pré- e pós-transplante (p<0,001 para 

todos os grupos). Na análise entre grupos, estes não diferiram significativamente 

entre si e apresentaram padrão similar de resposta em sessões equivalentes 

(Gráfico 3). 

 

GRÁFICO 3 – COMPORTAMENTO ROTACIONAL INDUZIDO PELA INJEÇÃO INTRAPERITONEAL 
DE ANFETAMINA 
FONTE: Dados do estudo 
NOTA: Observa-se diferença estatisticamente significativa em todos os grupos, excetuando-se o 
grupo controle, comparando-se as sessões pré e pós-transplante (p<0,001 para todos os grupos). 
Não há diferença estatisticamente significativa entre os grupos comparando-se sessões equivalentes. 
Dados expressos como médias do número de rotações por minuto. Barras de erro demonstrando o 
EPM. 
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4.4 ANÁLISE DO TESTE DO CILINDRO 

 

Após a lesão do FPM todos os animais lesados tocaram a parede do cilindro 

menos freqüentemente com a pata contralateral, i.e. aproximadamente 10% do 

número total de toques. Na análise através do two-way ANOVA com mensurações 

repetidas, observou-se um efeito entre grupos e as sessões (F(9,90)=2,58;p=0,01). 

A segunda sessão revelou que a lesão do STN e/ou da ZI não alterou o 

desempenho dos animais no teste. Os testes realizados após o transplante 

demonstraram que somente o grupo STN/Tx apresentou recuperação funcional 

(p=0,04) na análise dentro do mesmo grupo. Os demais grupos apresentaram uma 

forte tendência de recuperação do uso da pata contralateral após o transplante, a 

qual, entretanto, não alcançou diferença estatisticamente significativa. Na análise 

entre os grupos observou-se que após o transplante o desempenho de todos os 

grupos não mais diferiu significativamente do grupo controle, comparando-se as 

mesmas sessões experimentais. É relevante atentar ao fato de que o grupo controle 

apresentou uma diminuição gradativa do uso da pata esquerda (“contralateral”) 

durante o experimento (Gráfico 4).  
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GRÁFICO 4 – DESEMPENHO DOS ANIMAIS NO TESTE DO CILINDRO 
FONTE: Dados do estudo 
NOTA: Observa-se diferença estatisticamente significativa após o transplante somente no grupo    
STN/Tx, comparando-se a primeira e a terceira sessões (p=0,04). Importante salientar que nas 
sessões após o transplante (terceira e quarta) o desempenho de todos os grupos não diferiu do grupo 
controle nas mesmas sessões. Dados expressos em porcentagem de toques realizados com a pata 
contralateral com relação ao número total de toques. Barras de erro demosntrando o EPM. 

 

4.5 ANÁLISE DO TESTE DO PASSO 

 

Acinesia da pata dianteira contralateral foi avaliada através do teste do passo, 

no qual diminuição do número de passos foi observada após a lesão do FPM em 

todos os grupos lesados. A lesão parcial do STN e/ou da ZI não exerceu influência 

no desempenho dos animais neste teste. No deslocamento em sentido medial, 

observou-se um efeito entre as sessões pré e pós transplante 

(F(3,90)=7,99;p=8,75x10-5), entretanto, não foi detectada diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos e as sessões. No deslocamento em sentido lateral, 
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houve um efeito entre os grupos e as sessões no two-way ANOVA com 

mensurações repetidas (F(9,90)=2,02;p=0,04). Aplicando-se o teste post-hoc 

observou-se um aumento estatisticamente significativo no uso da pata contralateral 

nos grupos STN/Tx (p=0,001) e Tx (p=0,01) após o transplante. O grupo ZI/Tx não 

apresentou melhora no desempenho após o transplante. Análise entre os grupos 

demonstrou a mesma magnitude de melhora entre os grupos STN/Tx e Tx       

(Gráfico 5).    

 

GRÁFICO 5 – DESEMPENHO DOS ANIMAIS NO TESTE DO PASSO. 
FONTE: Dados do estudo. 
NOTA: Gráfico demonstrativo do desempenho dos grupos experimentais no teste do passo. Dados 
expressos como a média de passos em cada sessão. Barras de erro demosntrando o EPM. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Os resultados deste experimento indicam que a lesão parcial do STN e/ou da ZI 

possa ser responsável por aumentar a sobrevida das células dopaminérgicas 

transplantadas no striatum de ratos submetidos à lesão completa do feixe 

nigroestriatal. Interessantemente, o maior número de células encontrado nos grupos 

STN/Tx e ZI/Tx não se correlacionou com uma melhora significativa na reinervação 

do striatum adjacente ao transplante, apesar de uma forte tendência à maior 

reinervação ter sido observada nestes grupos. Adicionalmente, observou-se que a 

combinação da subtalamotomia parcial com o transplante celular aprimorou o 

desempenho dos animais no teste da rotação induzida por apomorfina e em testes 

comportamentais espontâneos superiormente ao transplante isolado. A lesão parcial 

da ZI aumentou a sobrevida das células transplantadas, entretanto, a combinação 

desta com o transplante não se correlacionou com uma melhora nos testes 

comportamentais a um nível superior ao observado com o transplante como 

intervenção única.    

 

5.1 SOBREVIDA DAS CÉLULAS EMBRIONÁRIAS DOPAMINÉRGICAS E 

REINERVAÇÃO DO STRIATUM ADJACENTE.  

 

Neste experimento demonstrou-se que a combinação da lesão parcial do STN 

e/ou da ZI ao transplante de células embrionárias incrementou a sobrevida das 

células dopaminérgicas transplantadas. No grupo que recebeu a lesão do STN, o 

número de células dopaminérgicas no striatum transplantado foi 106% superior ao 

grupo que recebeu o tratamento único. No grupo ZI/Tx a taxa de sobrevida das 

células transplantadas foi 147% maior comparada ao grupo somente transplantado. 
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Este dado pode indicar uma influência neuroprotetora da lesão parcial do STN e/ou 

da ZI na sobrevida das células transplantadas. Nos grupos submetidos à lesão 

parcial do STN e/ou da ZI, forte tendência a uma maior reinervação do striatum 

adjacente ao transplante foi observada em comparação ao grupo somente 

transplantado. Entretanto esta tendência não atingiu nível de diferença 

estatisticamente significativa. 

O STN fornece parte do input excitotóxico glutamatérgico aos principais 

núcleos de saída dos gânglios da base pela via indireta, e em menor parte, ao 

striatum. Na PD, a hiperativação do STN está diretamente relacionada a diversos 

sintomas da doença pela hiperativação do GPi e da SNr (MARSHALL et al. 1981; 

MILLER e DELONG 1987; MITCHELL et al., 1989; BERGMAN et al., 1990; PORTER 

et al., 1994; BURBAUD et al., 1995). Como consequência, o tálamo motor é 

patologicamente inibido, diminuindo o fluxo talâmico ao córtex. A inativação 

funcional do STN melhora drasticamente sintomas motores da PD (LIMOUSIN et al., 

1995). Experimentos demonstraram que a ablação do STN também impediu 

mudanças na expressão de genes no striatum e no GP (globo pálido) induzida pela 

lesão do feixe nigroestriatal (DELFS et al., 1995). A importância do STN na 

patofisiologia da PD é respaldada pela observação que a inativação do STN 

realizada anteriormente à lesão do FPM com 6-OHDA reduziu a perda neuronal 

dopaminérgica na SNc aferida pela atividade da TH (PIALLAT et al., 1996).  

O excesso de glutamato torna-se neurotóxico através da ativação dos 

receptores NMDA quando os níveis energéticos intracelulares estão reduzidos 

(NOVELLI et al., 1987). Experimentos demonstraram redução na atividade do 

complexo I mitocondrial em pacientes com PD, exclusivamente na SNc (PARKER et 

al., 1989; HATTORI et al., 1991; SCHAPIRA et al., 1994). Antagonistas dos 

receptors NMDA são utilizados com sucesso como agentes neuroprotetores em 
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modelos animais de PD, corroborando a hipótese de que a toxicidade por glutamato 

mediada pelos receptores NMDA esteja envolvida na patogênese da doença. Em 

modelos animais de metanfetamina em ratos, antagonistas dos receptores NMDA 

mostraram efeito protetor contra a lesão de neurônios dopaminérgicos (SONSALA et 

al., 1991; O’DELL et al., 1992; MARSHALL et al., 1993). O envolvimento neurotóxico 

dos receptores NMDA foi confirmado em experimentos nos quais a administração 

intraestriatal de NMDA incrementou a neurotoxicidade induzida pela metanfetamina 

(SONSALA et al., 1989). No entanto, o efeito da diminuição do drive glutamatérgico 

no striatum através da lesão parcial do STN sobre a sobrevida de células 

embrionárias provenientes do MV permanecia desconhecido. Neste experimento, a 

inativação parcial do STN apresentou efeito neuroprotetor sobre células 

embrionárias dopaminérgicas provenientes do MV transplantadas no striatum em um 

modelo de lesão completa do feixe nigroestriatal. O STN manda eferências 

excitatórias glutamatérgicas para a parte motora do striatum. Apesar de serem em 

menor quantidade em comparação às eferências à SNr e ao GPi, a inibição parcial 

do STN se mostrou capaz de aumentar a sobrevida das células transplantadas no 

striatum, provavelmente devido à promoção de melhor ambiente neuroquímico 

estriatal. Efeito semelhante na sobrevida das células transplantadas foi observado 

com a inibição parcial da ZI.  

A ZI, uma das estruturas da região subtalâmica do diencéfalo, está envolvida 

em diversas funções: ativação cortical, sede, discriminação visual, nocicepção e 

respostas motoras. Do ponto de vista anatômico a ZI é uma estrutura notável: 

poucas regiões subcorticais exibem comparável convergência de informações 

neurais provenientes de diversas estruturas. Aferências à ZI originam-se do 

cerebelo, do núcleo gracilis e cuneatus, do núcleo trigeminal, da medula espinhal, do 

colículo superior, da região pretectal, da substância negra periaquedutal, da 
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formação reticular mesencefálica, dos núcleos da raphe, do hipotálamo, e de 

diversas áreas do córtex cerebral. Entre as principais eferências da ZI cita-se o 

tálamo, o hipotálamo, o tronco cerebral e o córtex cerebral (MITROFANIS, 2005). A 

ZI envia projeções ao striatum e aos núcleos intralaminares do tálamo, os quais se 

conectam intensamente ao striatum (RICARDO, 1981). Experimentos utilizando 

técnicas de microdiálise demonstraram que em ratos submetidos à lesão unilateral 

por 6-OHDA os níveis de glutamato no striatum estão patologicamente aumentados. 

Nestes animais, a lesão da ZI reduziu os níveis de glutamato no striatum a valores 

normais (WALKER et al., 2010). Adicionalmente, esta redução foi comparável à 

obtida pela supressão do STN (WALKER et al. 2009). Outros experimentos 

confirmaram que a ZI está hiperativada em ratos submetidos ao modelo de 6-OHDA 

(PERIER et al.,2000). Experimentos demonstraram que a estimulação da ZI mostrou 

efeito semelhante à estimulação do STN na reversão dos efeitos metabólicos 

provocados pela depleção de dopamina em ratos hemiparkinsonianos (BENAZZOUZ 

et al., 2004). No presente experimento, a lesão parcial da ZI teve efeito semelhante à 

lesão parcial do STN no aumento da sobrevida de células embrionárias 

transplantadas no striatum. Este fato pode ser explicado pela redução da 

excitotoxicidade glutamatérgica ao striatum carente de dopamina por meio da lesão 

parcial da ZI.  

Apesar de forte tendência a uma melhor taxa de reinervação do striatum 

adjacente nos grupos submetidos à lesão parcial do STN e/ou da ZI comparado ao 

grupo somente transplantado, esta diferença não se mostrou significativa.  

O transplante de células embrionárias provenientes do MV é uma técnica 

promissora no tratamento da PD. Devido ao fato de a PD apresentar uma 

neuropenia focal (SNc) e específica do sistema dopaminérgico, esta se torna uma 

das patologias mais promissoras a serem tratadas pela terapia celular restauradora 
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(GOYA et al., 2007). Esta técnica objetiva restabelecer a transmissão dopaminérgica 

ao striatum, por esta ser a área cerebral que sofre perda das aferências 

dopaminérgicas. Estudos em animais utilizando o modelo de 6-OHDA em ratos e o 

modelo de MPTP em macacos demonstraram que as células dopaminérgicas 

transplantadas sobrevivem o transplante, reinervam o striatum carente de dopamina 

e melhoram a função motora. Estudos em roedores comprovaram que os neurônios 

transplantados são ativos e que restabelecem a síntese e a liberação basais de 

dopamina a níveis normais nas áreas reinervadas pelo transplante (WINKLER et al., 

2005). Estudos clínicos demonstraram que os neurônios transplantados são capazes 

de sobreviver ao transplante, integrar-se ao striatum e funcionar por um período 

superior a 10 anos, indicando que a melhora clínica pode ser mantida por um 

período prolongado (LINDVALL et al., 2000; DUNNETT et al., 2001; HAGELL et al. 

2001). Estudos duplo-cego mostraram fatores favoráveis ao sucesso do transplante, 

entre eles: pacientes com doença em estágios iniciais (UPDRS ≤ 49), pacientes com 

perda dopaminérgica confinada ao striatum dorsal, pacientes com idade inferior a 60 

anos e pacientes que receberam maior quantidade de tecido proveniente do MV. 

Este último ponto é apoiado pelo fato de que os melhores resultados clínicos foram 

obtidos em pacientes com maior número de células dopaminérgicas sobreviventes 

no transplante (FREED et al., 2001; OLANOW et al., 2003). A baixa taxa de 

sobrevida das células embrionárias implantadas tem sido uma dificuldade 

persistente para a utilização rotineira do transplante. Em modelos animais e em 

ensaios clínicos a taxa de sobrevida das células implantadas é inferior a 10% 

(BRUNDIN et al., 2000; DUNNETT, 1991; KORDOWER et al., 1997; LINDVALL, 

1994; OLANOW et al., 1996; SORTWELL et al., 2000). Em outras palavras, 90% dos 

precursores dopaminérgicos ou não sobrevivem ao implante ou não desenvolvem o 

fenótipo dopaminérgico maduro. Em ensaios clínicos os melhores resultados 
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motores foram obtidos utilizando-se 5-6 doadores por hemisfério cerebral 

transplantado. Organizar esta quantidade de embriões na idade correta é um fator 

logístico limitante no uso rotineiro do transplante celular. O aumento da sobrevida 

das células dopaminérgicas em aproximadamente 100% alcançada neste 

experimento representa um avanço importante na técnica do transplante celular e no 

possível uso combinado destas terapias com o intuito de melhorar a qualidade de 

vida dos pacientes. 

Outro fator limitante do uso da técnica de restauração celular é o 

desenvolvimento de discinesia induzida pelo transplante em alguns pacientes. 

Discinesia e distonia foram relatados em pacientes transplantados após a redução 

ou retirada da medicação dopaminérgica (FREED et al., 2001; OLANOW et al., 

2003). O aparecimento dos sintomas ocorreu aproximadamente seis meses após o 

transplante e estabilizou após 12 a 24 meses do procedimento. As causas do 

desenvolvimento de discinesias induzidas pelo transplante estão sendo 

investigadas. Acredita-se que diversos fatores estejam implicados, como técnica 

cirúrgica, preparação tecidual, composição do transplante, imunossupressão e 

seleção dos pacientes (WINKLER et al. 2005). Estudos experimentais são 

necessários para melhor compreensão dos mecanismos envolvidos no 

desenvolvimento e prevenção das discinesias induzidas pelo transplante. 

Atualmente, está sendo realizado um estudo multicentrico europeu 

(TRANSEURO) com o objetivo de optimizar os resultados obtidos com a técnica de 

restauração tecidual. Este estudo, envolve cinco centros da Europa e se vale de 

décadas de estudos experimentais aprimorando a técnica de transplante celular, 

bem como estudos clínicos prévios. O TRANSEURO propõe a randomização de 

diversos aspectos inerentes ao transplante celular, como as técnicas de preparação 

e armazenamento das células provenientes do MV, estratégia cirúrgica, o uso 
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padronizado da imunossupressão e a seleção de pacientes mais propensos a se 

beneficiar com o transplante. Além de aspectos motores relacionados à PD, este 

estudo também propõe avaliar os aspectos cognitivos relacionados à doença e ao 

tratamento com células embrionárias, uma vez que estes são pobremente 

influenciados pela terapia medicamentosa e EEP (www.transeuro.org.uk).   

  

5.2 TESTES DE ROTAÇÃO INDUZIDA POR DROGAS 

 

 A lesão completa do feixe nigroestriatal com 6-OHDA é um modelo 

frequentemente utilizado em pesquisas com neurotransplante. Este modelo induz 

uma depleção dopaminérgica unilateral quase completa (superior a 95%), induzindo 

déficits motores (BJORKLUND e GAGE, 1985; FAWCETT et al, 2001; KELLY et al., 

1975; SCHWARTING e HUSTON, 1996; ANNETT et al., 1993; CAREY, 1986). Esta 

depleção dopaminérgica se dá, preferencialmente, no striatum e no Nac ipsilaterais à 

lesão. A perda dopaminérgica é também observada em outras regiões cerebrais 

como nos tubérculos olfatórios, área septal e córtex pré-frontal. No striatum e no Nac 

ocorre o fenômeno de up-regulation dos receptores dopaminérgicos, tanto em 

número quanto em sensibilidade. Diferenças na fisiologia da dopamina entre o 

striatum intacto e o lesado compõem a base da assimetria observada no teste de 

rotação induzida por apomorfina e por anfetamina (TORRES e DUNNETT, 2006). No 

presente experimento, o teste de rotação foi realizado conforme o modelo 

originalmente descrito por Ungerstedt e Arbuthnott em 1970, usando uma caixa de 

assoalho côncavo, a fim de não distrair o animal com o ambiente externo.  

 A avaliação do comportamento rotacional após a injeção de um agonista 

dopaminérgico indireto, como a anfetamina, constitui a ferramenta mais valiosa para 

avaliar a eficácia da lesão com 6-OHDA e do transplante de células dopaminérgicas 
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(TORRES E DUNNETT, 2006). A anfetamina é um agonista dopaminérgico pré-

sináptico (indireto) que causa aumento da liberação e redução da recaptação de 

dopamina, resultando em um aumento da disponibilidade desta substância nos 

receptores pós-sinápticos. Em ratos que receberam uma lesão unilateral do FPM 

com 6-OHDA, há uma depleção quase completa de dopamina (depleção entre 95-

99%) no striatum e no Nac. Portanto, nestes animais, o comportamento rotacional 

induzido por anfetamina é o resultado da ativação do sistema dopaminérgico no 

hemisfério intacto e da pouca ou não ativação no hemisfério cerebral lesado. Sobre 

esta perspectiva, a característica da rotação observada em animais lesados é a 

resposta do striatum intacto à anfetamina. Em ratos unilateralmente lesados, a 

aplicação de anfetamina induz à rotação ipsilateral à lesão na ordem de 6-20 

rotações/min. O implante de células embrionárias dopaminérgicas provenientes do 

MV no E-14 melhora a assimetria rotacional induzida pela injeção intraperitoneal de 

anfetamina, produzindo uma redução na amplitude de rotação e classicamente uma 

resposta de supercompensação. Supercompensação é uma resposta na qual o 

sentido da rotação muda de ipsilateral para contralateral à lesão (BJORKLUND et 

al., 1980; DUNNETT et al., 1983b). A situação encontrada nos ratos lesados e 

transplantados é mais complexa, visto que a anfetamina estimula a liberação de 

dopamina tanto no striatum intacto quanto pelas células transplantadas no 

hemisfério lesado. A ativação do hemisfério intacto desencadeia uma resposta 

rotacional no sentido ipsilateral à lesão, enquanto que a ativação das células 

transplantadas no lado lesado resulta em rotação no sentido contralateral. Portanto, 

a resposta rotacional observada em animais lesados e transplantados resultará da 

diferença de amplitude das respostas à dopamina em ambos os hemisférios 

cerebrais (SCHWARTING e HUSTON, 1996; DUNNETT et al., 1988b). Acredita-se 

que a supercompensação da rotação vista em animais lesados e transplantados é o 
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resultado de uma liberação ainda subnormal de dopamina, porém agindo sobre 

receptores hipersensibilizados no striatum lesado, levando a uma ativação pós-

sináptica maior que o normal. Portanto, liberação de dopamina pelas células 

transplantadas, mesmo em concentrações subnormais, induz uma resposta 

exagerada no hemisfério ipsilateral quando comparado com o hemisfério intacto. A 

resultante é uma resposta rotacional no sentido contralateral aos procedimentos 

(TORRES e DUNNETT, 2006).  

No presente experimento, o teste de rotação induzida por anfetamina, na 

dose de 2,5 mg/kg, intraperitoneal, foi realizado quatro semanas após cada 

procedimento cirúrgico e adicionalmente doze semanas após o transplante de 

células dopaminérgicas. No presente experimento, observou-se o típico viés 

rotacional ipsilateral após a lesão do FPM, indicando uma depleção dopaminérgica 

no hemisfério lesado. Neste experimento não foi observado melhora na assimetria 

rotacional após a lesão parcial do STN e/ou da ZI. Uma explicação pode ser a perda 

neuronal superior a 98% na SNc e a depleção dopaminérgica entre 95 e 98% no 

striatum promovida pela lesão do FPM, mimetizando estágios bastante avançados 

da doença de Parkinson. Experimentos anteriores demonstraram diminuição do viés 

rotacional no teste de rotação por anfetamina em animais submetidos à inibição do 

STN em modelos unilaterais de PD (CARVALHO e NIKKHAH, 2001; PAUL et al., 

2004). Entretanto, nestes experimentos, a lesão do STN foi realizada anteriormente 

à lesão terminal estriatal com 6-OHDA. Este modelo mimetiza estágios iniciais da 

doença e induz uma perda parcial e progressiva dos neurônios dopaminérgicos na 

SNc. Em outros experimentos com lesão completa do feixe nigroestriatal foi 

observada melhora apenas parcial na assimetria rotacional induzida pela anfetamina 

em ratos hemiparkinsonianos após inibição do STN (HENDERSON et al., 1999).  

Após o transplante de células embrionárias dopaminérgicas, observou-se o 
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fenômeno de supercompensação no teste de rotação induzida por anfetamina em 

todos os grupos transplantados. Este resultado aponta para uma recuperação 

funcional proporcionada pelas células transplantadas. Esta resposta é consequência 

da produção de dopamina pelas células transplantadas, aliada à ativação de 

receptores dopaminérgicos hipersensíveis no lado lesado. Esta ativação dos 

receptores no striatum lesado suplanta a ativação no lado intacto, resultando na 

rotação contralateral à lesão. Em estudos anteriores, demonstrou-se correlação 

entre o grau de reinervação estriatal pelas células transplantadas e a recuperação 

funcional obtida no teste de rotação por anfetamina (DUNNETT et al., 1988a; 

YUREK e FLETCHER-TURNER, 2002). Nos ratos submetidos à combinação da 

lesão parcial do STN e/ou da ZI com o transplante celular, os resultados obtidos 

foram semelhantes aos animais somente transplantados. Este resultado pode indicar 

que exista um efeito máximo de recuperação funcional induzido pelo transplante 

neste teste, acima do qual não é observado melhora.   

Em ratos hemiparkinsonianos, uma assimetria rotacional importante no teste 

de rotação induzida por anfetamina pode ser observada após uma perda de 

aproximadamente 50% dos neurônios dopaminérgicos, avaliado por 

imunohistoquímica com TH. O mesmo não ocorre com apomorfina, agonista 

dopaminérgico pós-sináptico, a qual induz rotação no sentido contralateral à lesão 

pela estimulação de receptores dopaminérgicos supersensibilizados no striatum 

denervado (UNGERSTEDT, 1971). Hipersensibilidade pós-sináptica ocorre somente 

após perda da maioria (aproximadamente 90%) dos neurônios dopaminérgicos na 

SNc (HEFTI et al., 1980). Com perdas celulares menores, as células restantes na 

SNc aumentam compensatoriamente a produção de dopamina (AGID et al., 1973). 

Conseqüentemente, o nível de dopamina endógena extracelular no CPu (caudate-

putamen-unit) denervado é mantido (CASTANEDA et al., 1990). Estes dois fatos 
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evitam o desenvolvimento de hipersensibilidade. No presente experimento, os 

resultados encontrados no teste de rotação induzida por apomorfina realizado após 

a lesão do FPM, demonstram uma depleção extensa de dopamina no sistema 

nigroestriatal ipsilateral à lesão. Adicionalmente, a supressão parcial do STN e/ou da 

ZI não induziu melhora da assimetria rotacional após administração subcutânea de 

apomorfina. Experimentos, nos quais lesão parcial do STN foi realizada, também 

não obtiveram redução significativa da assimetria rotacional induzida por apomorfina 

em ratos submetidos ao modelo unilateral de PD (BLANDINI et al., 1997). Outros 

experimentos, nos quais uma lesão completa do STN foi utilizada,  demonstraram 

redução da assimetria rotacional induzida pela apomorfina em animais 

hemiparkinsonianos (BURBAUD et al., 1995; DELFS et al., 1995). Uma interpretação 

deste fato é que a resposta à apomorfina seja primeiramente mediada pela via 

indireta, da qual o STN seria componente chave. A lacuna neste circuito provocada 

pela lesão do STN e a consequente abolição do input glutamatérgico à SNr pode 

interferir no comportamento motor.  

Interessantemente, a aplicação de apomorfina induz rotação ipsilateral em 

ratos submetidos à lesão unilateral isolada do STN (DELFS et al., 1995;  MURER et 

al., 1995). Consequentemente, a abolição do comportamento rotacional em animais 

submetidos à lesão do feixe nigroestriatal e do STN pode ser resultado da 

combinação de efeitos opostos. Nas sessões realizadas após o transplante, 

observou-se redução na assimetria rotacional induzida pela apomorfina em todos os 

grupos, indicando que as células transplantadas estavam integradas ao striatum 

hospedeiro e produziram dopamina. Redução da assimetria rotacional induzida pela 

apomorfina após o transplante de células embrionárias dopaminérgicas em ratos 

hemiparkinsonianos está relacionada à redução da hipersensibilidade de receptores 

pós-sinápticos dopaminérgicos estriatais e foi relatada em vários experimentos 
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(ABROUS et al., 1993; CORDEIRO KK et al., 2010; HAHN et al., 2009). Faz-se 

importante ressaltar que, nas sessões realizadas após o transplante, o grupo 

submetido à lesão parcial do STN apresentou redução da assimetria rotacional 

induzida pela apomorfina estatisticamente superior comparado ao grupo somente 

transplantado. O maior número de células dopaminérgicas não poderia explicar este 

resultado, visto que o grupo submetido à lesão parcial da ZI apresentou resultados 

semelhantes ao grupo submetido ao transplante como intervenção única. Nota-se 

que os grupos submetidos à lesão parcial do STN e à lesão parcial da ZI 

apresentaram contagem celular dopaminérgica similar. Uma hipótese seria que a 

supressão parcial do STN exerça um efeito benéfico sobre as células 

transplantadas, pela redução do drive excitotóxico glutamatérgicos ao striatum, 

promovendo um aumento da produção e liberação de dopamina pelas células 

transplantadas e redução da hipersensibilidade dos receptores dopaminérgicos pós-

sinápticos.  

No caso do grupo ZI/Tx, o predomínio das lesões localizaram-se na região 

rostral da ZI, setor ligado à funções de controle visceral e de movimento de cabeça e 

olhos. Esta lesão se mostrou insuficiente para obtenção de melhora superior ao 

transplante isolado no teste de rotação induzido por apomorfina. Possivelmente 

lesão na região caudal da ZI, ligada à função motora, possa exercer efeito similar à 

lesão do STN no ambiente neuroquímico estriatal.  

 

5.3 TESTE DO CILINDRO  

 

O teste do cilindro é um teste muito utilizado em modelos animais unilaterais 

de PD para observar o comportamento exploratório espontâneo do animal e acinesia 

de patas anteriores. Em animais submetidos à lesão unilateral completa do feixe 
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nigroestriatal pela aplicação de 6-OHDA observou-se diminuição importante do uso 

da pata contralateral, sendo aproximadamente 10% do número total de toques 

realizados. Em ratos submetidos à lesão do FPM pela 6-OHDA, ocorre redução da 

representação cortical dos movimentos com a pata anterior conseqüentemente 

reduzindo o output cortical para estas atividades (YOUNG et al., 2011). Após a lesão 

parcial do STN e/ou da ZI não houve modificação significativa no uso da pata 

contralateral no teste do cilindro. Após o transplante de células embrionárias 

dopaminérgicas, recuperação funcional estatisticamente significativa foi observada 

somente no grupo submetido à lesão parcial do STN. Embora melhora funcional 

também tenha sido observada nos outros grupos após o transplante, esta não se 

mostrou estatisticamente significativa. Contudo, na análise entre os grupos, todos 

obtiveram desempenho equivalente ao grupo controle após o transplante. Este 

resultado pode ser explicado pela observação que os animais do grupo controle 

apresentaram leve redução no uso da pata esquerda, “contralateral”, ao longo das 

sessões, diminuindo o número relativo de toques com a pata contralateral na parede 

do cilindro por provável adaptação dos animais ao teste.  

 

5.4 TESTE DO PASSO 

 

O teste do passo é um teste comportamental utilizado para avaliar acinesia de 

membros anteriores, além de estudar a postura e a marcha do animal (OLSSON et 

al, 1995). Após a lesão do FPM observou-se redução importante do número de 

passos para manter o equilíbrio com a pata contralateral. A lesão do STN e/ou da ZI 

não modificou a resposta comportamental neste teste. No sentido lateral, após o 

transplante de células embrionárias dopaminérgicas, observou-se uma melhora 

significativa no uso da pata contralateral somente nos grupos submetidos à lesão 
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parcial do STN e no grupo submetido ao transplante como terapia única. Sabe-se 

que o teste no sentido lateral é mais sensível à melhora motora após procedimentos 

celulares restauradores de dopamina no sistema nigroestriatal. O grupo submetido à 

lesão parcial da ZI não apresentou melhora funcional neste teste, apesar de exibir 

número significativamente maior de células dopaminérgicas, comparado ao grupo 

somente transplantado. O mecanismo fisiopatológico envolvido neste achado pode 

ser devido à complexa citoarquitetura e conexões da ZI por ser uma região bastante 

heterogênea com diferentes subdivisões anatômicas e funcionais e conexões com 

inúmeras areas cerebrais de diferentes atuações.  

Apesar da EEP ser atualmente o padrão-ouro no tratamento dos sintomas 

motores refratários à terapia medicamentosa, o melhor alvo para estimulação ainda 

é controverso. Experimentos demonstraram melhora na rigidez, acinesia e tremor 

após estimulação da ZI (BENAZZOUZ, 2004; GUEL et al., 2008; PLAHA et al., 2006; 

VOGES et al., 2002;). Outros ensaios clínicos sugerem ser a área mais efetiva para 

estimulação a junção da parte dorsal do STN com a ZI (LANOTTE et al., 2002). Há 

relatos de diminuição de discinesias em pacientes submetidos à estimulação da ZI 

(PAHA et al., 2006; PATEL et al., 2003). Outros autores, entretanto, relataram que a 

estimulação de contatos de eletrodos posicionados na ZI, incluindo as zonas H1 e 

H2 de Forel, associaram-se a resultados clínicos menos expressivos (HERZOG et 

al., 2004). A ZI humana é dividida em quatro a seis regiões com funções distintas. A 

estimulação de diferentes regiões da ZI pode explicar a heterogeneidade dos 

resultados descritos. Similarmente, a ZI do rato é dividida em regiões as quais 

desempenham diferentes funções. Neste experimento, os ratos do grupo ZI/Tx 

apresentaram lesão predominante da região rostral da ZI. Esta região é sabidamente 

ligada a funções de controle visceral, enquanto a região caudal é responsável pelo 

controle motor. Os resultados obtidos no grupo submetido à lesão parcial da ZI 
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podem ser devido à heterogeneidade das funções da ZI, aliada à preponderância 

das lesões na região rostral desta estrutura.  
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6 CONCLUSÕES 

 

A. A lesão parcial isolada do STN e/ou da ZI não modificou o desempenho 

dos animais nos testes comportamentais em ratos submetidos ao modelo unilateral 

de lesão do FPM por 6-OHDA.  

B. O transplante de células embrionárias dopaminérgicas promoveu melhora 

funcional avaliada por testes comportamentais.  

C. A lesão parcial do STN e/ou da ZI combinada ao transplante de células 

embrionárias dopaminérgicas aumentou a sobrevida das células transplantadas no 

striatum carente de dopamina. A lesão parcial do STN, mas não da ZI, combinada ao 

transplante de células embrionárias melhorou a resposta comportamental em 

animais submetidos à lesão completa do feixe nigroestriatal de forma mais intensa 

que o transplante realizado isoladamente.    
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ANEXO 1 

 

Classificação de Hoehn and Yahr para PD, publicada em 1967. 

I Sintomas leves unilaterais, inconvenientes mas não incapacitantes; usualmente 

tremor de um membro; mudanças mínimas na postura, marcha e expressão 

facial. 

II Sintomas bilaterais, incapacidade mínima, postura e marcha afetadas. 

III Lentificação significativa dos movimentos, prejuízo do equilíbrio, disfunção 

generalizada moderada. 

IV Sintomas graves, rigidez, bradicinesia, limitação da caminhada, paciente 

dependente de cuidados. 

V Invalidez completa, caquexia, paciente acamado necessitando cuidados de 

enfermagem constantes. 

Fonte: Hoehn MM, Yahr MD (1967) Parkinsonism: onset, progression and mortality. 

Neurology 17: 427-442. 
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