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“Não quero sonhos com hora marcada pra acabar
Prefiro essas histórias imperfeitas pra contar”

Lucas Silveira - O Resto É Nada Mais (o Sonho de Um Visconde).
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RESUMO

A doença de Parkinson (DP) é a segunda doença neurodegenerativa mais
prevalente na população mundial, sendo caracterizada pela degeneração dos
neurônios dopaminérgicos da substância negra pars compacta (SNpc). Sabe-se que
a neuroinflamação está diretamente relacionada ao surgimento e progressão da DP,
sendo associada à diminuição da neurogênese adulta em seus locais de ocorrência,
zona subgranular do hipocampo e zona subventricular (ZSV), uma vez que a
administração de anti-inflamatórios foi capaz de promover melhora do quadro.
Durante os estágios iniciais da DP estão presentes distúrbios não-motores como
alterações olfatórias, de sono (principalmente de sono REM) e sinais e sintomas
depressivos como apatia e anedonia. Detectamos, em estudo prévio, que a
diminuição dos neurônios da camada glomerular do bulbo olfatório (BO) por lesão
local de 6-OHDA foi capaz de reverter o prejuízo olfatório em modelo animal de
parkinsonismo ao apresentar redução dos neurônios periglomerulares. Frente a este
dado, o objetivo do presente estudo foi investigar a neuroinflamação e seus
possíveis efeitos sobre olfação em modelo de lesão dupla (intranigral e intrabulbar)
com a neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) através de testes comportamentais
de reconhecimento olfatório e reconhecimento social, análise neuroinflamatória
através da quantificação de proteína ácida fibrilar glial (GFAP) por Western Blot de
BO e SNpc. O resultado do teste de reconhecimento olfatório não corroborou dados
prévios do laboratório obtidos nos mesmos grupos. Desse modo, a exploração ativa
do ambiente estimulada pela preferência ao odor demonstrou-se prejudicada em
todos os casos de lesão aguda. Porém em 14 dias observou-se o comportamento
de tendência limítrofe para a diferença de exploração no grupo com a dupla lesão.
Em relação ao teste de reconhecimento social não houve diferenças significativas
entre os grupos lesionados e o controle nas duas timelines, sugerindo que o
prejuízo olfatório no modelo se deve a alterações de detecção do olfato e não a
memória olfatória. Já para análise de GFAP no BO não observamos diferenças
significativas entre os grupos ou linhas do tempo para alfa-GFAP enquanto para
beta foi observado um aumento no grupo com a lesão somente na SNpc comparado
ao com a dupla lesão. Na SNpc foi observado um aumento significativo no grupo
somente com a lesão no bulbo em relação a todos os outros grupos, 7 dias após a
cirurgia. Assim, observamos o interessante papel da neuroinflamação sobre o
prejuízo olfatório de animais modelo de parkinsonismo.

Palavras-chave: Doença de Parkinson, distúrbios olfatórios, sistema dopaminérgico,
neuroinflamação, GFAP.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is the second most prevalent neurodegenerative disease in
the world population, being characterized by the degeneration of dopaminergic
neurons of the substantia nigra pars compacta (SNpc). It is known that
neuroinflammation is directly related to the onset and progression of PD, being
associated with a decrease in adult neurogenesis in its sites of occurrence,
subgranular zone of the hippocampus and subventricular zone (SVZ), since the
administration of anti-inflammatory drugs was able to promote improvement of the
picture. During the initial stages of PD, non-motor disturbances are present, such as
olfactory and sleep disorders (mainly REM sleep) and depressive signs and
symptoms such as apathy and anhedonia. In a previous study, we detected that the
reduction of neurons in the glomerular layer of the olfactory bulb (BO) by local
6-OHDA injury was capable of reversing the olfactory impairment in an animal model
of parkinsonism by presenting a reduction in periglomerular neurons. In view of this
data, the aim of the present study was to investigate neuroinflammation and its
possible effects on olfaction in a model of double lesion (intranigral and intrabulbar)
with the neurotoxin 6-hydroxydopamine (6-OHDA) through behavioral tests of
olfactory recognition and olfactory recognition. social, neuroinflammatory analysis
through the quantification of glial fibrillary acidic protein (GFAP) by Western Blot of
BO and SNpc. The result of the olfactory recognition test did not corroborate
previous laboratory data obtained in the same groups. Thus, the active exploration of
the environment stimulated by preference for odor was impaired in all cases of acute
injury. Regarding the social recognition test, there were no significant differences
between the injured and control groups in the two timelines, suggesting that the
olfactory impairment in the model is due to changes in smell detection and not
olfactory memory. As for the analysis of GFAP in BO, we did not observe significant
differences between groups or timelines for alpha-GFAP, while for beta an increase
was observed in the group with the lesion only in the SNpc compared to the group
with the double lesion. In SNpc, a significant increase was observed in the group
with only the bulb lesion in relation to all other groups, 7 days after surgery. Thus, we
observed the interesting role of neuroinflammation on the olfactory impairment of
parkinsonism model animals.

Keywords: Parkinson's disease, olfactory disorders, dopaminergic system,
neuroinflammation, GFAP.
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1. INTRODUÇÃO

1.1. DOENÇA DE PARKINSON

A doença de Parkinson (DP) é caracterizada por uma neurodegeneração

progressiva e crônica, com uma taxa de incidência de 4,5-19 casos a cada 100.000

habitantes por ano (WHO, 2006) sendo a segunda doença neurodegenerativa

progressiva mais prevalente (MHYRE et al., 2012; DELAMARRE & MEISSNER,

2017). O aumento da idade é o maior fator de risco, afligindo cerca de 1% das

pessoas com mais de 65 anos de idade e 4-5% das pessoas acima de 85 anos de

idade (LANG & LOZANO, 1998; HIRSCH et al., 2016). A incidência é 1,8 vezes

maior em homens do que mulheres (WIRDEFELDT et al. 2011 apud MHYRE et al.

2012) e no Brasil – país que está em transição demográfica, apresentando

diminuição da taxa de natalidade e aumento na longevidade (BOVOLENTA &

FELICIO, 2017) – não há um número oficial sobre incidência da doença. Porém, um

estudo aponta a prevalência de 3,3% da população acima de 65 anos (BARBOSA et

al., 2006) – o que hoje representaria 630 mil pessoas (desconsiderando a população

≤64 anos) (BOVOLENTA & FELICIO, 2017).

A DP foi primeiramente descrita pelo médico britânico James Parkinson, em

seu mais famoso artigo, “An essay on the shaking palsy”, de 1817, que a denominou

“paralisia agitante”, já descrevendo os sinais motores clássicos como bradicinesia,

rigidez, tremor de repouso e instabilidade postural (DAUER & PRZEDBORSKI,

2003). A mudança do nome para DP foi sugerida por Charcot, em homenagem a

descrição clássica de James Parkinson (TEIVE & MENEZES, 2003). Arvid Carlsson

e colaboradores (1957) identificaram a dopamina como o neurotransmissor mais

abundante nos gânglios basais e propuseram que a DP resultaria de depleção

dopaminérgica, sendo essa hipótese demonstrada em estudos posteriores

(CARLSSON et al. 1957; BERTLER & ROSENGREN, 1959). Além disso, foi

descoberto que a reposição de dopamina por seu precursor levodopa (L-DOPA)

ameniza os distúrbios motores (BIRKMAYER & HORNYKIEWICZ, 1961) – sendo

utilizado até os dias de hoje (MHYRE et al. 2012). Entretanto, em função da

cronicidade do tratamento com levodopa, observaram-se quadros de discinesia
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tardia manifestadas pelos pacientes, o que nos permite afirmar que este fármaco

somente ameniza os sintomas motores, mas não impede a evolução da

neurodegeneração – além de não possuir efeito sobre sintomas não motores

relacionados à DP (DAUER & PRZEDBORSKI, 2003).

1.2. ETIOLOGIA DA DP

Menos de 10% dos casos da DP podem ser diretamente ligados às

mutações genéticas (monogênicas e/ou heterogênicas). Assim, fatores ambientais

ou a combinação destes com possíveis susceptibilidades genéticas têm sido

propostos como a possível causa da DP esporádica (TIEU, 2011). Desse modo,

essa é vista como uma doença complexa, com múltiplos fatores genéticos e fatores

de riscos ambientais associados (MHYRE et al. 2012). As causas específicas por

trás da deflagração dos processos de degeneração que levam à doença são alvos

de grande investigação na literatura (OSSOWSKA and LORENC-KOCI, 2013). Há

evidências de que estresse oxidativo, disfunção mitocondrial, alterações

conformacionais de proteínas, perturbações da homeostase intracelular de cálcio e

ferro, além de polimorfismos em genes que regulam o metabolismo e o transporte

de dopamina (DA), neuroinflamação e necrose/apoptose sejamos possíveis fatores

patológicos que desencadeiam a DP (LEWY et al., 2009; LIMA et al., 2012).

1.2.1. Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo define um desequilíbrio entre os níveis de espécies

reativas de oxigênio (ROS) produzidas e a capacidade de um sistema biológico para

desintoxicar os intermediários reativos, criando um estado que contribui para danos

celulares (DIAS et al., 2013). Diversos estudos indicam que o dano oxidativo e a

disfunção mitocondrial contribuem para a cascata de eventos que levam à

degeneração dos neurônios dopaminérgicos da via nigroestriatal, responsável pelos

sinais motores e não-motores da DP (SCHAPIRA and JENNER, 2011; ZHU and

CHU, 2010; PARKER et al., 2008; JENNER and OLANOW, 2006; BEAL, 2005).
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São reconhecidas várias fontes e mecanismos para a geração de espécies

reativas de oxigênio (ROS), incluindo o metabolismo da dopamina, disfunção

mitocondrial, ferro, neuroinflamação, cálcio e envelhecimento. Adicionalmente, os

processos homeostáticos celulares incluindo o sistema de ubiquitina-proteassoma e

a mitofagia são afetados pelo estresse oxidativo (DIAS et al., 2013). A interação

entre esses vários mecanismos contribui para a neurodegeneração na DP como um

cenário de retroalimentação positiva onde os danos primários levam ao estresse

oxidativo, que danifica as principais proteínas patogênicas celulares que, por sua

vez, causam mais produção de ROS (KIM et al., 2015; DIAS et al., 2013).

1.2.2. Excitotoxicidade

A excitotoxicidade é definida como “(...) morte neuronal causada por altas

concentrações de glutamato ou compostos com ação agonista sobre receptores

glutamatérgicos” (OLNEY, 1969). O glutamato é o neurotransmissor excitatório mais

abundante no encéfalo, sendo responsável por um terço de todas as sinapses do

SNC (BARBOSA et al., 2006 apud SANTIAGO et al., 2014) e a excitotoxicidade

ocorre devido a processos intracelulares após hiperestimulação dos receptores

glutamatérgicos ionotrópicos (AMPA e NMDA) responsáveis pelo influxo do íon Ca2+.

A maior entrada desses íons leva a ativação de fatores pró-apoptóticos e a

produção de ROS, além de provocar dano mitocondrial (CAUDLE & ZHANG, 2009;

AMBROSI et al., 2014).

Um estudo mostrou a relação entre excitotoxicidade e DP ao estimularem

um modelo de excitotoxicidade glutamatérgica em cultura celular e encontrarem a

formação de aglomerados da proteína parkina (uma das proteínas ligada à

formação de corpúsculos de Lewy) em mitocôndria e retículo endoplasmático (VAN

LAAR et al., 2015). Ainda, camundongos com Parkinsonismo induzido pela

neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) apresentaram aumento

nos níveis de glutamato extracelular quando comparado aos animais controles,

sendo que o tratamento com L-DOPA produziu uma diminuição significativa de

glutamato comparado aos animais MPTP não-tratados, o que pode indicar uma

relação – possivelmente indireta – entre a neurodegeneração dopaminérgica e o
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aumento de glutamato extracelular, responsável pela excitotoxicidade (MEREDITH

et al., 2009).

1.2.3. Fatores Genéticos e Ambientais

Fatores genéticos têm sido identificados em formas familiares de DP, o que

compõe aproximadamente 10% dos casos. (LESAGE and BRICE, 2009; ROSNER

and ORR-URTREGER, 2008). Os produtos de genes que causam a DP, incluindo

DJ-1, PINK1, parkina, alfa-sinucleína e LRRK2, têm impacto em funções

mitocondriais complexas, levando à exacerbação da geração de ROS e à

susceptibilidade ao estresse oxidativo (DIAS et al., 2013).

Enquanto os fatores genéticos podem explicar cerca de 60% dos casos de

DP, sendo a maior parte esporádica, o que significa que há fatores ambientais e de

estilos de vida que influenciam o desenvolvimento da DP (MHYRE et al. 2012). O

primeiro achado de fator ambiental foi reportado por Davis e colaboradores (1979),

quando um paciente de 23 anos ao receber uma injeção intravenosa de análogos da

Meperidina desenvolveu parkinsonismo. Pesquisas posteriores realizadas pelo

grupo do Professor James Langston isolaram o composto e o identificaram como

MPTP, descobrindo-o como uma potente neurotoxina para os neurônios

dopaminérgicos.

A partir da descrição dos efeitos do MPTP, outra neurotoxina foi descoberta

através de sua semelhança estrutural: o paraquat. Este é um herbicida muito

utilizado na agricultura de todo mundo e é atualmente visto como um fator ambiental

muito relevante (DAUER & PRZEDBORSKI, 2003). Além desse herbicida, há um

pesticida utilizado em alguns países (como o Brasil) que também possui potencial

neurotóxico bastante semelhante: a rotenona (CICCHETTI et al., 2009). Todos estes

compostos atualmente são utilizados para mimetizar a DP em modelos animais

(MHYRE et al. 2012).

1.2.4. Neuroinflamação
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Inflamação é um mecanismo de proteção no corpo que funciona para

reparar, regenerar e remover os tecidos danificados / células ou agentes

infecciosos, parasitas ou toxinas do corpo, onde respostas inflamatórias são

realizadas por várias células imunológicas e inflamatórias, incluindo células T,

neutrófilos, macrófagos, microglia e mastócitos (KULKARNI et al., 2016). Do mesmo

modo, a neuroinflamação é um mecanismo protetor para restaurar as células gliais

danificadas e as células neuronais no sistema nervoso central. Ou seja, inicialmente

a neuroinflamação é uma medida de proteção ao encéfalo, porém o excesso de

respostas inflamatórias pode ser prejudicial e de fato inibe a regeneração neuronal

(KEMPURAJ et al., 2016).

Fatores como o processo de envelhecimento, demência, trauma, acidente

vascular cerebral, hipertensão, depressão, diabetes, tumores, infecções, toxinas e

drogas podem iniciar a neuroinflamação no sistema nervoso central (SNC)

(BARRIENTOS et al., 2015). Além disso, o processo de envelhecimento causa

diminuição da neurogênese, maior estresse metabólico, neuroinflamação

aumentada, declínio cognitivo, déficits comportamentais e maior reatividade a

qualquer desafio imunológico (DE VIRGILIO et al., 2016; KEMPURAJ et al., 2016).

Ainda, estudos pré-clínicos demonstraram que o pré-tratamento com

antiinflamatórios não-esteroidais (AINEs) protege os neurônios dopaminérgicos da

degeneração induzida por neurotoxinas como o MPTP e a 6-hidroxidopamina

(6-OHDA) (REKSIDLER et al., 2007; BASSANI et al., 2015) que induzem um

importante aumento da expressão da enzima pró-inflamatória COX-2 (LIMA et al.,

2006).

1.3. MODELOS ANIMAIS NA PD

A partir dos diferentes fatores (ambientais e genéticos) que envolvem o

surgimento da DP, modelos experimentais utilizando exposição a neurotoxinas

exógenas, mutações nos genes ligados à DP ou uma combinação de ambos, são

utilizados para estudar a DP e selecionar estratégias terapêuticas (TIEU, 2012). Os

modelos animais atuais de DP podem ser divididos em duas categorias: modelos
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genéticos e neurotóxicos. Os modelos neurotóxicos envolvem a utilização de

pesticidas, como paraquat e rotenona, e neurotoxinas, como MPTP e 6-OHDA,

podendo ser utilizadas via intracerebral (CABEZAS et al., 2013) e até intranasal

(PREDIGER et al., 2006; PREDIGER et al., 2009). Os mecanismos de

neurotoxicidade destes agentes químicos estão representados abaixo (Fig.1).

Figura 1. Modelos experimentais em PD. Paraquat, 6-hidroxidopamina (6-OHDA) e MPP+
(metabólito do MPTP) atravessam facilmente a membrana celular através do transportador de
dopamina (DAT), induzindo assim a formação de agregados de α-sinucleína e comprometimento
mitocondrial com a subsequente produção de ROS e quinonas. Os compostos, como rotenona, são
extremamente hidrofóbicos e penetram facilmente a membrana celular de neurônios e astrócitos. A
rotenona pode promover processos tais como a formação de agregados de α-sinucleína e a ativação
genética através da translocação nuclear de NF-kB. Além disso, como inibidor do complexo
mitocondrial I, a rotenona provoca o comprometimento do ATP, a geração de ROS e a liberação de
moléculas pró-apoptóticas, como o citocromo c que ativam a caspase 9, que desencadeiam as
caspases 3, 6 e 7 e induzem a apoptose. Retirado de Cabezas et al. 2013.

Assim como o MPTP, a 6-OHDA é uma neurotoxina catecolaminérgica

seletiva utilizada, na maioria dos estudos, para mimetizar a depleção

dopaminérgica da via nigroestriatal em ratos (UNGERSTEDT, 1968). A lesão direta

na SNpc para mimetizar a DP utilizando a 6-OHDA desencadeia seu efeito

neurodegenerativo a partir de um mecanismo relacionado ao aumento do estresse

oxidativo local (MEREDITH et al., 2008; SANTIAGO et al., 2014). Sendo
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estruturalmente semelhante à DA, a 6-OHDA mostra uma elevada afinidade pelo

transportador de DA (DAT), o que leva ao influxo da toxina nos neurônios

dopaminérgicos, indicando haver grande seletividade de seus efeitos (LIMA et al.,

2009; SANTIAGO et al., 2014). Uma vez no neurônio, essa neurotoxina acumula-se

no citosol e é submetida a uma rápida auto-oxidação, promovendo uma elevada

taxa de formação de radicais livres, principalmente H2O2, e quinonas (MEREDITH et

al., 2008; LIMA et al., 2009). Há evidências também de que a 6-OHDA age inibindo

ativamente a cadeia respiratória mitocondrial à nível de complexo I (GLINKA and

YOUDIM, 1995).

O modelo animal de 6-OHDA intranigral tem sido usado para testes

pré-clínicos de novas terapias sintomáticas incluindo estratégias para prever

alterações motoras e discinesias induzidas por levodopa (BOVÉ & PERIER, 2012).

Os modelos animais não só replicam os sintomas motores da DP como também os

sintomas não motores presentes em pacientes com a DP (ANSARI and JOHNSON,

1975; PREDIGER et al., 2006). Em modelos animais, o comportamento

tipo-depressivo é visto e comprovado através do aumento do tempo de imobilidade

no teste de natação forçada e a diminuição do consumo de sacarose detectado no

teste que quantifica a preferência pela solução açucarada, caracterizando o

comportamento anedônico (SANTIAGO et al., 2014). Já em relação aos distúrbios

olfatórios na DP, sabe-se que os testes a serem realizados podem ter caráter social

(odores que o animal convive/ poderá conviver) (MROCHEN et al., 2016) e não

social (odores que não são do convívio do animal), que são identificados e

processados por diferentes vias olfatórias (FEINBERG et al., 2012). Os odores

usados em testes podem ser ainda prazerosos/ apetitivos – por exemplo, a

apresentação de odor de urina de fêmea a machos (social) e odor de comida

açucarada (não social) – ou aversivos, como odor de urina de predador (social)

(LAZARINI et al., 2014).

1.4. FISIOPATOLOGIA DA DOENÇA DE PARKINSON

A fisiopatologia da DP envolve a degeneração progressiva de neurônios

dopaminérgicos da SNpc – evidenciada macroscopicamente pela despigmentação
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ventrolateral dessa estrutura (Fig. 2) – que desencadeia a denervação da via

nigroestriatal e consequente redução significativa dos níveis de DA e seus

metabólitos no estriado dorsal. Esse processo acarreta num desequilíbrio da

projeção estriato-palidal e vias de saída do eixo palidal-talâmico, causando grande

prejuízo motor (ALBIN, YOUNG & PENNEY, 1989; KANDEL, 2003).

Figura 2. Perda maciça de neurônios dopaminérgicos do mesencéfalo ventral na substância negra
pars compacta (SNpc). Os painéis A e B representam o mesencéfalo bilateral humano post mortem
de indivíduos normais e parkinsonianos, respectivamente. C e D mostram o equivalente unilateral do
mesencéfalo de rato depois de injeção intranigral do veículo (C) ou MPTP (D). As setas indicam a
imunoreatividade da tirosina hidroxilase presente na SNpc. Retirado de Lima et al., 2012.

A principal marca fisiopatológica da DP é a formação de inclusões

intracitoplasmáticas protéicas nos neurônios dopaminérgicos, chamadas

corpúsculos de Lewy (LBs) e neuritos de Lewy (LNs) que podem ser fusiformes ou

em forma de fio. A α-sinucleína é a principal proteína formadora desses

corpúsculos, sendo estes também formados por parkina, ubiquitina, sinfilina-1,

subunidades de proteossomas e várias outras proteínas (TRECIDI & BRAAK, 2012;

OSSOWSKA & LORENC-KOCI, 2013).
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O diagnóstico geralmente ocorre no início dos sintomas motores, porém,

neste estágio, 40-60% dos neurônios dopaminérgicos da SNpc já foram acometidos

(IRANZO, 2013; WALTER et al., 2013). A fim de se compreender evolutivamente a

progressão neuropatológica da DP, Braak e colaboradores (2004) estabeleceram

seis estágios progressivos da doença, elaborando a hipótese de evolução

ascendente da DP (Fig. 3) (BRAAK et al.,2004). No estágio 1 as primeiras lesões

vistas no sistema nervoso central são no núcleo motor dorsal do nervo vago e no

bulbo olfatório (BO). No estágio 2 os danos neuronais progridem ascendentemente,

avançando ao longo do tegmento pedúnculo-pontino, afetando os neurônios da

porção mais baixa dos núcleos da rafe (serotoninérgico), porções magnocelulares

da formação reticular e células noradrenérgicas do complexo locus coeruleus (LC)

e subcoeruleus (este no caso de roedores). No estágio 3 ocorre as alterações na

SNpc, células dopaminérgicas da amígdala central, neurônios colinérgicos do

núcleo pedúnculo pontino, prosencéfalo basal e núcleos orais da rafe são também

afetados. No estágio 4 ocorrem lesões nas áreas corticais do mesocórtex, este

interligado com estruturas límbicas como: córtex entorrinal, amígdala e hipocampo.

Nos estágios 5 e 6 ocorre a sobrecarga da SNpc devido à sua neurodegeneração e

de todo o neocórtex, incluindo pré-frontal, associado à processos cognitivos

(BRAAK et al., 2004). Nos estágios 1 e 2 ocorre o aparecimento de prejuízos

autonômicos e olfatórios; nos estágios 3 e 4 ocorrem distúrbios do sono e motores;

e nos estágios 5 e 6 ocorrem os sintomas de distúrbios cognitivos e emocionais

(DOTY, 2012).
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Figura 3. O estágio esquemático da doença de Parkinson proposto por Braak, que mostra os locais
de início no bulbo olfatório e medula oblonga, através do aparecimento de corpos de Lewy em
regiões corticais. A patologia relacionada com α-sinucleína é possivelmente iniciada na periferia
através do epitélio olfatório ou do estômago, talvez envolvendo fatores de xenobióticos. O
sombreamento vermelho representa o padrão topográfico da patologia. Retirado de Doty, 2012.

Desde sua descrição inicial em 1817 por James Parkinson, a DP é

caracterizada por seus sinais motores como bradicinesia, rigidez, tremor de

repouso, e instabilidade postural. Entretanto, os distúrbios não motores têm

ganhado destaque na literatura como, por exemplo, as alterações olfatórias, de

sono, no paladar, função cardiovascular, função gástrica e intestinal, salivação,

atividade das glândulas sebáceas, humor e cognição (CHAUDHURI et al., 2006;

DOTY, 2013). Alguns sintomas não motores como depressão, ansiedade, hiposmia,

constipação e distúrbios de sono dos movimentos oculares rápidos (REM) podem

aparecer antes dos distúrbios motores – chamada de fase prodrômica, onde o

paciente apresenta os sintomas não motores, porém não pode ser diagnosticado já

que os mesmos podem ser similares à outras enfermidades (LIU et al., 2017).

Outros sintomas como a demência, psicoses, sonolência e disfunções autonômicas,

são muito comuns em estágios avançados (MODUGNO et al., 2013).

Além da ligação de depressão e prejuízo olfatório à DP, diversos autores

citam a relação entre depressão e prejuízo olfatório sem o contexto de

Parkinsonismo (ATANASOVA et al., 2008; NEGOIAS et al., 2010; ORAL et al., 2013;

CROY et al., 2013; CROY et al., 2014; YUAN & SLOTNICK, 2014; RAYNAUD et al.,

2015), pois é sabido que a depressão pode gerar prejuízo olfatório através da

diminuição da neurogênese na zona subventricular – de onde neurônios migram

para o BO – (CROY et al., 2013; YUAN & SLOTNICK, 2014) o qual poderia ocorrer

no BO, afetando os interneurônios granulares presentes na camada granular e os

interneurônios periglomerulares presentes na camada glomerular (MARXREITER et

al., 2013), causando a redução direta da sensibilidade olfatória (NEGOIAS et al.,

2010). Além disso, a bulbectomia olfatória bilateral (OBX) é considerada um modelo

de depressão em animais, já que tanto a retirada cirúrgica quanto a lesão química

bulbar acarretam alterações hipotalâmicas e límbicas (YUAN & SLOTNICK, 2014)

similares às vistas em comportamentos tipo-depressivos e que podem ser

responsáveis pelas alterações comportamentais, por exemplo, o aumento da
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hiperatividade em um ambiente novo, déficits de aprendizagem-evasão passiva, e

anedonia (ORAL et al., 2013; MATURANA et al., 2014; RAYNAUD et al., 2015).

1.4.1. Prejuízo Olfatório na DP

O prejuízo olfatório é talvez a primeira alteração pré-motora da DP (BRAAK

et al., 2003; DOTY, 2013), afetando mais de 90% dos pacientes (PREDIGER et al.,

2009; BERENDSE et al., 2011; LAZARINI et al., 2014; KNUDSEN et al., 2015).

Estudos realizados com parentes de pacientes têm sugerido a hiposmia como um

sinal pré-motor que pode preceder o início dos sintomas motores em até cinco anos

(BERENDSE et al., 2011), porém outros estudos afirmam que o sintoma pode ser

encontrado até décadas antes do primeiro sinal motor (DUDA, 2010). Em pacientes

com DP foram encontradas evidências de corpos e neuritos de Lewy no bulbo

olfatório, além de uma diminuição dos neurônios do núcleo olfatório anterior, bem

como um aumento paradoxal de neurônios dopaminérgicos da camada glomerular

do bulbo olfatório (interneurônios periglomerulares), mas a relação destes achados

com o prejuízo olfatório ainda precisam ser elucidadas (LIU et al., 2017).

O sistema olfatório de vertebrados é especializado em discriminar uma

enorme variedade de moléculas e essa capacidade depende de uma série de

etapas de processamento que ocorrem em diferentes estruturas ao longo do

sistema olfatório: epitélio olfatório no nariz, bulbo olfatório e estruturas

hierarquicamente superiores, tais como o córtex piriforme – que recebe informação

proveniente do bulbo olfatório e a distribui para outras regiões do sistema nervoso

(AIRES, 2012). Em humanos, essa via é a única responsável por transmitir

estímulos olfatórios (SALAZAR et al., 2016). Já em roedores, o sistema olfatório é

composto por duas vias distintas. A via previamente descrita é chamada de via

olfatória principal, enquanto a secundária é denominada via olfatória acessória (ou

sistema vomeronasal) (SALAZAR et al., 2016). As duas vias transmitem

informações diferentes, a via principal transmitindo informações sobre estímulos

olfatórios voláteis e a via acessória sobre não voláteis (MARTINEZ-MARCOS, 2009

apud FEINBERG et al., 2012). Os odores sociais são compostos de uma variedade

complexa de moléculas, além de componentes compartilhados entre os animais,

transmitindo informações sobre a idade, sexo, estado de saúde e parentesco
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(BRENNAN & KENDRICK, 2006). Estes odores sociais são processados através de

ambas as vias olfatórias, enquanto odores não sociais são processados unicamente

através da via principal (FEINBERG et al., 2012).

A transmissão do estímulo olfatório em humanos e pela via principal de

roedores está representada na Figura 4. A molécula odorante é identificada pelos

neurônios receptores olfatórios, presentes no epitélio olfatório do nariz. Esses

neurônios projetam seus axônios para a camada mais externa do bulbo olfatório,

(camada glomerular) onde o axônio dos neurônios receptores olfatórios encontram

os dendritos dos neurônios de segunda ordem localizados no bulbo olfatório (células

mitrais e tufosas m/t) em sinapses especializadas chamadas de glomérulos

(KANDEL, 2003; AIRES, 2012).

As células mitrais apresentam o corpo celular na camada mitral do bulbo

olfatório, enquanto que as células tufosas apresentando seus corpos celulares na

camada plexiforme externa (DUDA, 2010; KANDEL, 2003; DOTY, 2013). Há ainda a

presença de interneurônios na camada glomerular (chamados de células

periglomerulares) sendo estes em sua maioria neurônios dopaminérgicos que têm

como função desempenhar uma ação inibitória sobre neurônios receptores olfatórios

e células mitrais/tufosas (HUISMAN et al., 2004; MUNDIÑANO et al., 2011),

modulando a transmissão do estímulo olfatório já que estas células possuem

receptores dopaminérgicos da família D2 (inibitórios) (KANDEL, 2003; LAZARINI et

al., 2014).
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Figura 4. Representação esquemática da circuitaria do bulbo olfatório. Neurônios receptores
olfatórios projetam seus axônios para o epitélio através da placa crivosa (cribiforme) que divergem ao
entrar no bulbo olfatório para formar glomérulos. Nos glomérulos, os neurônios receptores olfativos
fazem sinapse com células mitrais (M) e células tufosas (T) e são modulados pelos neurônios e
axônios periglomerulares. Células mitrais e tufosas são os principais neurônios do bulbo olfatório,
projetando a informação olfatória para áreas corticais. Legenda: Olfactory receptor neurons
(neurônios receptores olfatórios); cribriform plate (placa crivosa); olfactory nerve layer (camada de
nervos olfatórios); glomerular layer (camada glomerular); external plexiform layer (camada plexiforme
externa); mitral cell layer (camada de células mitrais); internal plexiform layer (camada plexiforme
interna); granular layer (camada granular); lateral olfactory tract to primary olfactory cortices (trato
olfatório lateral para o córtex olfatório primário); olfactory tract (trato olfatório); anterior olfactory
nucleus (núcleo olfatório anterior); centrifugal axons (axônios centrífugos). Retirado de Duda, 2010.

Sabe-se que na DP há um aumento significativo do número destes

interneurônios em humanos (HUISMAN et al., 2004; MUNDIÑANO et al., 2011) e

também em modelo animal induzido pela rotenona (RODRIGUES et al., 2014) –

levantando a hipótese deste aumento ser uma resposta compensatória à perda de

neurônios dopaminérgicos da SNpc – podendo ser relacionado ao prejuízo olfatório

observado em tal condição (DOTY, 2012; DOTY, 2013). Mundiñano e colaboradores

(2011), a partir dos resultados encontrados de aumento no número de neurônios

dopaminérgicos na camada glomerular do BO, propuseram que tal ocorrência seja

compensatória à diminuição das projeções serotoninérgicas e noradrenérgicas fruto
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da neurodegeneração de regiões como os núcleos da rafe e o LC durante as fases

iniciais da DP (Fig. 5).

Figura 5. Representação esquemática da hipótese proposta por Mundiñano et al. (2011) para o
aumento dos neurônios periglomerulares dopaminérgicos detectados na DP. Em situação normal
(control), as aferências olfatórias colinérgicas, noradrenérgicas e serotoninérgicas exercem uma
modulação inibitória das células mitrais. Nas doenças neurodegenerativas (neurodegenerative), as
projeções colinérgicas, noradrenérgicas e serotoninérgicas estão reduzidas, o que pode diminuir ou
mesmo extinguir estas projeções olfatórias centrífugas. O resultado dessa diminuição seria a
hiperatividade da célula mitral. Dado que os neurônios periglomerulares dopaminérgicos libertam
neurotransmissores inibitórios tais como a dopamina (DA) e GABA para modular a sinalização
olfatória no glomérulo, um aumento nos neurônios periglomerulares dopaminérgicos poderia ser uma
resposta plástica para compensar a falta de inibição centrífuga. Por outro lado, os depósitos de Tau,
amilóide e alfa-sinucleína nas células do bulbo olfatório podem afetar a liberação normal do
neurotransmissor, reduzindo os níveis glomerulares de DA e GABA. O aumento observado de
neurônios dopaminérgicos poderia ser uma resposta para compensar esse efeito. Retirado de
Mundiñano et al., 2011.

A partir do achado de Huisman et al. (2004) e da proposição de Mundiñano

et al. (2011) e Rodrigues et al. (2014) que identificaram um aumento de 50% dos

interneurônios periglomerulares em modelos de Parkinsonismo induzido por

rotenona intranigral quando comparado ao grupo controle. Desse modo, a hipótese

do presente estudo é que a lesão com 6-OHDA infligida especificamente na camada
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glomerular do BO reduziria a quantidade de neurônios que estão em maior número

devido à prévia lesão da via nigroestriatal – mimetizando a DP – que,

hipoteticamente, seriam os responsáveis pela ocorrência dos distúrbios olfatórios.

Portanto, a redução no número e/ou densidade destes neurônios dopaminérgicos

presentes no BO poderia promover uma melhora olfatória no contexto de

Parkinsonismo induzido por 6-OHDA injetado na SNpc.

Há ainda uma hipótese alternativa que prevê que essa lesão do BO poderia

gerar um prejuízo olfatório ainda maior (devido ao desequilíbrio neuronal causado

pela lesão local), sendo averiguado através dos controles sham e do grupo que

sofreu um bloqueio de detecção olfatória por meio da administração intranasal do

fármaco Zicam®, previamente utilizado como controle positivo de anosmia, gerando

o bloqueio da atividade dos neurônios receptores olfatórios presentes no epitélio

olfatório, causando prejuízo olfatório clássico (LIM et al., 2009).

1.5. NEUROINFLAMAÇÃO E DISTÚRBIO OLFATÓRIO NA DP

Os interneurônios periglomerulares são gerados em uma região

denominada zona subventricular (ZSV), estrutura associada ao terceiro ventrículo e

que juntamente com a zona subgranular do hipocampo é responsável pela

proliferação celular adulta, presente tanto em roedores quanto em humanos

(Doetsch, 2003). Fisiologicamente, a ZSV é responsável pela geração de

células-tronco em neuroblastos que migram através da via migratória rostral até as

camadas granular e glomerular do bulbo olfatório onde se diferenciam nos

interneurônios dopaminérgicos anteriormente citados (Hoglinger et al., 2004; Tieu,

2011). Porém, em situações de degenerações maciças, estes neurônios podem

migrar para as regiões afetadas, aparentemente em uma tentativa de regenerar a

região e restabelecer as conexões, como demonstrado através do aumento de

neurônios BrdU+ no estriado dorsal em modelo de acidente vascular encefálico

isquêmico (Hoehn et al., 2005; Palm et al., 2012), assim como em modelo de

Parkinsonismo por 6-OHDA (Cooper and Isacson, 2004; Worlitzer et al.,2012).
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De acordo com nossos dados prévios (Ilkiw et al., 2018), os neurônios

periglomerulares parecem ter um papel fundamental no olfato porque as lesões

seletivas dessas células promovem um impacto negativo nesse processamento

sensorial, provavelmente provocando a migração de neurônios recém-nascidos da

ZSV. Complementarmente, uma lesão aguda da camada periglomerular é capaz de

neutralizar a distúrbio olfatório provocado pela lesão dopaminérgica na SNpc,

reforçando esse protagonismo. Como hipótese de justificativa para a relação entre a

neuroinflamação e a olfação, em nosso mais recente trabalho (Ilkiw and Lima, 2019)

supomos que de acordo com o estagiamento de Braak, na DP as alterações

começam tanto no BO quanto no tronco encefálico, possivelmente causando o

distúrbios não motores. A neurodegeneração inicial provocaria um recrutamento

importante de células neuroinflamatórias, especialmente microglias e astrócitos,

sinalizando o SVZ para intensificar o processo de neurogênese e respectiva

migração para o OB (Fig. 6). Tal mecanismo é supostamente responsável por criar

um circuito capaz de promover uma potente inibição de neurônios mitrais/tufais

levando a comprometimento olfatório pré-clínico na DP.
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Figura 6. Padrão de migração de interneurônios em direção ao bulbo olfatório. Em indivíduos
saudáveis   (A), a zona subventricular (SVZ) é responsável por gerar neurônios recém-nascidos.
Assim que nascem, esses neurônios migram pela via migratória rostral (RMS) até atingirem o bulbo
olfatório (OB) onde se diferenciam em interneurônios granulares na camada granular (GrL) e
interneurônios periglomerulares na camada glomerular camada (GL). De acordo com o estadiamento
de Braak, na DP as alterações começam tanto no BO quanto no tronco encefálico, possivelmente
causando o distúrbios não motores. (B) A neurodegeneração inicial provoca um recrutamento
importante de células neuroinflamatórias, especialmente microglias e astrócitos, sinalizando o SVZ
para intensificar o processo de neurogênese e respectiva migração para o OB. Tal mecanismo é
supostamente responsável por criar um circuito capaz de promover uma potente inibição de
neurônios mitrais/tufais levando a comprometimento olfatório pré-clínico na DP. LV: Ventrículo lateral.
(ILKIW and LIMA, 2019).

A proteína ácida fibrilar glial (GFAP) é a principal proteína dos filamentos

intermediários da citoesqueleto dos astrócitos maduros. Alterações na expressão

dessa proteína já foram vistos em várias doenças neurodegenerativas como DP,

doença de Alzheimer e demência frontotemporal (Clairembault et al., 2014). Essa

expressão elevada de GFAP demonstra a ativação e proliferação dos astrócitos em

resposta a neurodegeneração, resultante da modificação dos astrócitos da sua

forma quiescente para sua forma reativa, assim levando a GFAP a ser um bom
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marcador de neurogedeneração (Liu et al., 2017). Também em animais submetidos

ao modelo de Parkinsonismo, uma lesão seletiva na camada glomerular do bulbo

olfatório pela neurotoxina 6-OHDA reverteu o prejuízo olfatório, reduzindo os

neurônios periglomerulares que possivelmente estavam em número aumentado

devido a lesão na SNpc (Ilkiw et al., 2018). Desse modo, a quantificação do

marcador GFAP permitiria a análise e possíveis correlações do processo

neuroinflamatório em animais sob o paradigma de lesão dupla na via nigroestriatal e

no bulbo olfatório.

2. JUSTIFICATIVA

O prejuízo olfatório é uma importante alteração não motora encontrada na

DP, levando os pacientes a uma piora significativa da qualidade de vida. Além disso,

esta alteração é prodrômica, sendo considerado o primeiro sintoma da DP, o que

confere um alto valor preditivo. Deste modo, investigar os mecanismos

fisiopatológicos e possíveis correlações entre essa disfunção e a sintomatologia

clássica torna-se essencial para que, através da identificação de biomarcadores

moleculares e comportamentais, possa-se realizar um diagnóstico precoce e

tratamento mais eficiente, além de expandir o entendimento funcional da circuitaria

olfatória no contexto da regulação do olfato.

3. OBJETIVOS

Investigar a relação entre a neuroinflamação e a DP em seus possíveis

efeitos sobre olfação no modelo de lesão dupla (intranigral e intrabulbar) com a

neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA).

3.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

Desenvolver e padronizar um novo teste de odor social para avaliação do
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distúrbio olfatório no modelo animal de Parkinsonismo

Realizar os testes de reconhecimento olfatório e reconhecimento social

modificado (para avaliação de discriminação e memória olfatória,

respectivamente);

Análises neuroinflamatórias através da quantificação de proteína ácida

fibrilar glial (GFAP) por Western Blot de amostras do BO e SNpc

4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1. ANIMAIS

Os experimentos foram realizados de acordo com as diretrizes

estabelecidas pelo CEUA/BIO da Universidade Federal do Paraná, que visam à

aplicação de princípios éticos modernos em relação ao uso de animais de

experimentação. Foram utilizados ratos Wistar machos de três meses de idade,

pesando entre 280-330g. Os animais foram mantidos isolados em caixas de

propileno em uma sala com padrões de umidade e temperatura controlados (22 ±

2ºC), em um ciclo de claro-escuro de 12:12 h (7:00-19:00 h). Água e comida serão

fornecidas à vontade aos animais durante todo o experimento. Além disso, o projeto

foi aprovado pelo Comitê de Ética Institucional (aprovação nº 1162).

4.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental deste projeto foi organizado em dois

momentos, a padronização de um teste olfatório novo para odor social e os grupos

experimentais principais, descritos abaixo.
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4.2.1. Padronização do Teste de Reconhecimento Olfatório

Para a realização da padronização do novo teste olfatório (Teste de

Reconhecimento Olfatório) foram testados dois tempos (3 ou 5 minutos) de

treinamento e teste para animais Naïve (animais sem nenhuma manipulação) e

Zicam (grupo de anosmia positiva) n=10/grupo (Total=40 animais). Após os

resultados primários, foram estabelecidos mais três grupos para realizar o teste que

apresentou o resultado esperado (n = 10/grupo): Sham (animais operados, mas não

feridos), 6-OHDA e Rotenona (Total = 30 animais) realizado 3 minutos treinamento e

teste para TRO. 6-OHDA e Rotenona são neurotoxinas que mimetizam a DP, que

foram administradas por cirurgia estereotáxica na substância nigra pars compacta.

Zicam é uma formulação de gluconato de zinco + acetato de zinco que causa

anosmia, atuando como um controle positivo para prejuízo olfatório.

4.2.2. Delineamento dos grupos experimentais principais

Após a realização da padronização do teste olfatório, outros animais foram

distribuídos randomicamente em 4 grupos experimentais (Figura 7): 6-OHDA

(-)SNpc/(-)OB-gl; 6-OHDA (-)SNpc/(+)OB-gl; 6-OHDA (+)SNpc/(-)OB-gl; 6-OHDA

(+)SNpc/(+)OB-gl. Os sinais (+) ou (-) indicam infusão de 6-OHDA, ou seu veículo,

respectivamente. Posteriormente esses animais foram divididos em 2 linhas do

tempo, formando os dois primeiros experimentos descritos abaixo. O experimento 3

descreve a realização de mais dois grupos, os controle positivo para o prejuízo

olfatório estabelecidos pelo uso intranasal do medicamento Zicam (Rodrigues et al.,

2014; Ilkiw et al., 2018).
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Figura 7. Representação da divisão dos grupos experimentais principais. (n total=184 animais,
incluindo grupos positivos para anosmia), n=18 por grupo + n=10 por grupo de modelo animal de
anosmia (Zicam) a serem divididos em 2 linhas do tempo. Legendas: 6-OHDA, 6-hidroxidopamina;
BO, bulbo olfatório; SNpc, substantia nigra pars compacta.Os sinais (+) ou (-) indicam infusão de
6-OHDA, ou seu veículo, respectivamente.

2.2.2.1 Experimento 1

No dia zero foi realizada cirurgia estereotáxica com lesão na SNpc e

implantação de cânula no BO. Seis dias após a cirurgia foi realizada a microinfusão

com 6-OHDA/sham para lesão da camada glomerular, sendo que 24 horas após

foram realizados os testes comportamentais (campo aberto e teste de discriminação

olfatório) seguidos de eutanásia para coleta de amostras para a quantificação da

proteína GFAP por Western Blot (Figura 8).



32

Figura 8. Representação esquemática do experimento 1. n= 18 por grupo. Legendas: 6-OHDA,
6-hidroxidopamina; BO, bulbo olfatório; SNpc, substantia nigra pars compacta.

2.2.2.2 Experimento 2

No dia zero foi realizada cirurgia estereotáxica com lesão na SNpc e

implantação de cânula no BO. Seis dias após a cirurgia foi realizada a microinfusão

com 6-OHDA/sham para lesão da camada glomerular, sendo os testes

comportamentais (campo aberto e teste de discriminação olfatório) realizados 14

dias após a cirurgia (8 dias após a microinfusão) e assim seguidos de eutanásia

para coleta dos encéfalos para quantificação da proteína GFAP por Western Blot

(Figura 9).



33

Figura 9. Representação esquemática do experimento 2. n= 18 por grupo. Legendas: 6-OHDA,
6-hidroxidopamina; BO, bulbo olfatório; SNpc, substantia nigra pars compacta.

2.2.2.3 Experimento 3

No dia zero foi realizada cirurgia estereotáxica com lesão na SNpc mas sem

a implantação de cânula no BO. Seis dias após a cirurgia foi realizada a infusão

intranasal de Zicam, sendo os testes comportamentais (campo aberto e teste de

discriminação olfatório) realizados 7 ou 14 dias após a cirurgia (1 ou 8 dias após a

microinfusão, respectivamente) e assim seguidos de eutanásia (Figura 10).
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Figura 10. Representação esquemática do experimento 3. n= 10 por grupo. Legendas: 6-OHDA,
6-hidroxidopamina; BO, bulbo olfatório; SNpc, substantia nigra pars compacta.

4.3. CIRURGIA ESTEREOTÁXICA

Os animais foram sedados com xilazina (10 mg/kg) e então anestesiados

com quetamina (90 mg/kg). As seguintes coordenadas foram utilizadas para a lesão

bilateral, bregma como referência: substância nigra pars compacta (SNpc) (AP) = -

5,0 mm, (ML) = ± 2,1 mm e (DV) = - 8,0 mm (Paxinos e Watson 2005). Para os

animais da Padronização do TRO, no grupo 6-OHDA, as agulhas foram guiadas até

a região de interesse para infusão bilateral de 2 μL de 6-OHDA (3μg/μL) de solução

salina contendo ácido ascórbico a 0,2% usando uma bomba de infusão eletrônica

(Insight Instruments, Ribeirão Preto, Brasil ) a uma taxa de 0,33 μL/min por 6

minutos (modificado de Lima, et al., 2006). Já para o grupo Rotenona, 1 mL de

rotenona (12 mg/mL) ou de dimetilsulfóxido – DMSO (Sigma-Aldrich®, Estados

Unidos) usando uma bomba de infusão eletrônica (Insight Instruments, Ribeirão

Preto, Brasil) a uma taxa de 0,33 mL/min por 3 min (Saravanan et al., 2005; Moreira

et al., 2012; Dos Santos et al., 2013) administrados na mesma estrutura. As



35

operações simuladas seguiram o mesmo procedimento, mas 2 μL de solução salina

contendo 0,02% de ácido ascórbico foi injetado.

Para os animais dos grupos experimentais principais, a infusão bilateral de

6-OHDA na SNpc as coordenadas, a partir do bregma, serão: (AP) = - 5,0 mm, (ML)

= ± 2,1 mm e (DV) = - 8,0 mm (Paxinos and Watson, 2005). Agulhas serão guiadas

até a região de interesse e foi feita a infusão de 2 μL de solução de ácido ascórbico

0,2% em salina, contendo a neurotoxina (3μg/μL) utilizando micro seringa de 10 μL

(Hamilton Apparatus) com auxílio de uma bomba de infusão eletrônica (Insight

Instruments, Ribeirão Preto, Brasil), a uma taxa de 0,33 μL/min, durante 6 minutos

(modificado de Lima et al., 2006). Os animais do grupo sham foram injetados

apenas com veículo ácido ascórbico 0,2% em salina. Uma cânula guia foi

implantada no Bulbo Olfatório para a infusão de 6-OHDA. As coordenadas para a

implantação da cânula a partir do bregma foram: (AP) = + 7,08 milímetros (ML) = 0,0

milímetros e (DV) = - 3.6 mm (Paxinos and Watson, 2005). Após as cirurgias, os

animais permaneceram acomodados nas caixas de manutenção durante um

período de 05 dias para recuperação antes da infusão de 6-OHDA no Bulbo olfatório

e dos testes comportamentais.

4.4. MICROINFUSÃO DE 6-OHDA NO BULBO OLFATÓRIO

No 6º dia após as cirurgia foram infundidas a neurotoxina 6-OHDA através

da cânula guia implantada no bulbo olfatório. Realizou-se a infusão de 1 μL de

solução de ácido ascórbico 0,2% em salina contendo a neurotoxina (3 μg/μL)

utilizando uma micro seringa de 10 μL (Hamilton Apparatus) com auxílio de uma

bomba de infusão eletrônica (Insight Instruments, Ribeirão Preto, Brasil), a uma taxa

de 0,33 μL/min, durante 3 minutos. Os animais do grupo sham foram injetados

apenas com veículo ácido ascórbico 0,2% em salina, nas mesmas condições.
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4.5. ADMINISTRAÇÃO INTRANASAL DE ACETATO DE ZINCO + GLUCONATO

DE ZINCO (ZICAM®)

Para os grupos controle positivo para anosmia realizou-se à administração

de Zicam® Oral Mist (Matrixx Initiatives, Scottsdale, AZ, EUA) como relatado por

(Chioca et al., 2013): "Os animais foram sedados com uma administração

intraperitoneal de 90 mg/kg de cetamina e 3mg/kg de xilazina, e 30 μl de solução de

Zicam® foi lentamente infundido na cavidade nasal utilizando uma seringa de

Hamilton ligada a uma agulha de calibre 30 através de uma cânula de polietileno”. A

cânula foi inserida 15 milímetros na narina externa direita para ajudar a irrigar o

epitélio olfativo. O procedimento foi repetido na narina esquerda. Durante a

respiração, uma parte pequena da solução é expelida através da narina sendo seca

com papel absorvente, para permitir que o animal continuasse a respirar

normalmente (Lim et al., 2009; Rodrigues et al., 2014).

4.6. TESTE DE RECONHECIMENTO OLFATÓRIO

Para o teste de odor social, os ratos foram colocados individualmente em

uma caixa contendo 2 falcons semelhantes com pequenos orifícios ao longo de

suas superfícies (Fig 11, A). O teste foi realizado em duas etapas, a primeira

(chamada de “treinamento”) foi realizada como uma habituação à caixa. Os animais

foram colocados na caixa contendo cepilho limpo dentro dos dois falcons e a

exploração de ambos foi observada por 3 minutos. Na segunda etapa, denominada

teste, um falcon foi escolhido aleatoriamente e o cepilho limpo foi substituído por

cepilho coletado da caixa em que o animal permaneceu previamente isolado

durante 48 horas (odor denominado de familiar) e no outro tubo falcon foi mantido o

cepilho limpo (odor denominado de não familiar) durante 3 minutos. Isso nos

proporciona uma análise muito mais clara do interesse do animal na detecção e de

que quando há um tempo de exploração maior significa genuinamente que ele

apresentou um maior interesse pelo odor do falcon.
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Figura 11. Representação do Teste de Reconhecimento Olfatório. (A) Representação do tubo falcon
com furos para auxiliar o animal na exploração do cepilho. (B) Espaço de teste demonstrando os dois
tubos falcons em lados opostos da caixa, podendo conter cepilho sujo ou limpo, dependendo se
treino ou teste (imagem da câmera de análise).

Para a determinação da exploração ativa do odor foi estabelecida uma linha

de limite de 2 cm ao redor de cada tubo e se o animal atravessa essas linhas com a

cabeça e as patas dianteiras, o tempo era contado como exploração (Fig. 12). As

duas etapas foram gravadas para posterior análise. Um animal que não possui

prejuízo olfatório explora mais ativamente, e por mais tempo, o tubo falcon com o

cepilho familiar do que animais que possuem prejuízo olfatório (Dados ainda não

publicados do Laboratório de Neurofisiologia da UFPR, 2023).
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Figura 12. Imagem do TRO. Imagem real da avaliação do teste de reconhecimento olfatório, onde
era apresentado dois tubos falcons com cepilho dentro e dado 3 minutos para o animal explorar a
sua livre escolha. A fita adesiva no chão determina a faixa de exploração do animal e esta apresenta
2 cm de distância aos tubos falcons. (Acervo pessoal, 2023).

4.7. TESTE DE RECONHECIMENTO SOCIAL MODIFICADO

O teste foi adaptado de Dantzer e colaboradores (DANTZER et al., 1987) e

consiste em introduzir uma mesma espécie de animal juvenil (intruso) na gaiola de

alojamento do animal adulto isolado durante 48h (residente) para avaliar o animal

adulto. Este animal jovem está isolado em um pequeno compartimento transparente

com vários orifícios (figura 13), para que o mesmo não tenha como escapar do

animal que irá reconhecê-lo (residente). Tem-se a interação do residente com o

animal intruso por 5 minutos. Após a primeira apresentação, o intruso é retirado da

gaiola e aguarda por 20 minutos até a próxima apresentação. O mesmo intruso é

então apresentado pela segunda vez ao mesmo residente e a interação é

quantificada durante 5 minutos. No final, o tempo de exploração ativa do residente

ao intruso é comparado entre a primeira e a segunda apresentações.
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Figura 13. Representação do Teste de Reconhecimento Social modificado. (A) Animal filhote (30
dias de vida) no compartimento transparente para ser apresentado ao animal adulto residente. (B)
Animal residente explorando o animal filhote no compartimento transparente (imagem da câmera de
análise durante uma fase do teste) (Arquivo próprio).

Um animal com uma memória de reconhecimento social prejudicada

interage com o intruso por um tempo semelhante em ambas as apresentações. O

animal sem comprometimento da memória olfatória interage por menos tempo na

segunda apresentação, reconhecendo o intruso (Figura 14).
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Figura 14. Representação esquemática do paradigma intruso-residente e dos resultados usualmente
observados. Num primeiro encontro (A) e (C) um intruso (representado pelo roedor menor) é
apresentado ao rato residente (representado pelo rato maior) ao longo de 5 minutos. Num segundo
encontro, realizado 20 minutos depois, o mesmo intruso (B) ou um intruso diferente (D) é
apresentado ao rato residente ao longo de 5 minutos. A quantidade de comportamentos sociais
observados nessas condições experimentais é mostrada nos gráficos à direita. A redução da
quantidade de comportamentos sociais do primeiro para o segundo encontros com o mesmo intruso
(colunas A e B, respectivamente) é interpretada como evidência de memória de reconhecimento
social. A ausência de redução na quantidade de comportamentos sociais do primeiro para o segundo
encontros com intrusos diferentes (colunas C e D, respectivamente) sugere que o efeito anterior não
está associado à habituação (Retirado de Moura e Xavier, 2010).

4.8. ANÁLISE DA PROTEÍNA GFAP POR WESTERN BLOT

Para a quantificação por western blot, as amostras de BO e SN foram

homogeneizadas por sonicador, em tampão de lise (150mM NaCl, 50mM Tris-HCl,

2mM EDTA, 1mM PMSF, 1mM NaVO4, 1mM NaF) com inibidor de protease

(Roche). Uma vez sonicadas, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm a 4°C

por 10 minutos, recuperado o sobrenadante para quantificação de proteínas. A

dosagem de proteínas totais foi realizada pelo método de Bradford, em leitor de

placas de 96 poços (Meridian ELX 800). Amostras do BO e SN contendo 40 μg de

proteínas totais foram aplicadas em gel de poliacrilamida-SDS a 12%. Após

eletroforese, as proteínas foram transferidas para membrana de nitrocelulose, as

quais foram bloqueadas por uma solução de leite 5% para evitar ligações

inespecíficas durante 1 hora e incubadas com anticorpo específico contra GFAP

(anti-rabbit 1: 5.000) overnight à 4ºC. Após as lavagens, as membranas foram

incubadas com anticorpo Rabbit anti-HRP (1:50.000) por 2 horas. Os complexos

imunes foram detectados usando o sistema de detecção de quimiluminescência

ECL (GE Healthcare Life Sciences, Brasil) no fotodocumentador presente no

departamento de Fisiologia da UFPR. Após a obtenção das imagens, as

membranas sofreram o processo de Stripping, para retirada da marcação de GFAP,

com Glicina 0,1M durante 20 minutos, seguida de uma lavagem rápida de TBST e

incubação de 3 minutos com NaOH 0,2M. Após as lavagem, as membranas foram

novamente bloqueadas e incubadas com o anticorpo Mouse Beta-actina (1:5.000)

overnight, seguido de lavagens com TBST e incubação do secundário Mouse
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anti-HRP (1:25.000). Os níveis de proteína foram quantificados por densitometria

usando o software ImageJ v1.47 (National Institutes of Health, EUA).

4.9. ANÁLISE ESTATÍSTICA

Todos os dados passaram pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk e, se

paramétricos, foram analisados através da Análise de Variância (ANOVA) de duas

ou três vias, seguido por post hoc de Bonferroni. Os fatores utilizados foram: lesão,

exploração (no caso do TRO) e tempo para os testes comportamentais. Para

quantificação por western blot foi considerado lesão e tratamento. Além disso, foi

considerado o nível de significância de P ≤ 0,05 para que se rejeite a hipótese de

nulidade e os valores foram expressos como média + erro padrão da média

(E.P.M.). Para o TRO foi utilizada ANOVA de três vias seguida de post-hoc de

Fisher; para o Teste de Reconhecimento Social Modificado foi utilizada ANOVA de

duas vias seguida do post-hoc de Fisher; e para a quantificação GFAP foi utilizada

a ANOVA de uma via seguida do teste Newman-Keuls;

3. RESULTADOS

3.1 PADRONIZAÇÃO DO TESTE DE RECONHECIMENTO OLFATÓRIO (TRO)

Os resultados estão demonstrados graficamente abaixo na figura 15.

Primeiramente, foram testados dois tempos (3 ou 5 minutos) de treino e teste para

os animais Naïve (animais sem nenhuma manipulação) e Zicam (grupo de controle

positivo para anosmia) com o objetivo de estabelecer o tempo ideal para o teste e

verificar possíveis diferenças entre eles. Durante os testes, os animais do grupo

zicam exploraram os tubos falcon de maneira semelhante, pois não apresentavam

diferenças (Figura 15 A e B). Enquanto isso, o grupo Naïve explorou mais o falcon

com odor familiar do que o não familiar (Figura 15, C e D) [Naive 5 minutos (fator de

interação: F (1, 32) = 8,567; p = 0,0064), Naïve 3 minutos (fator grupo: F (1, 34) =

6,632; p = 0,0187)].
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Figura 15. Representação gráfica de treino e teste do reconhecimento olfatório em dois tempos para
validação do tempo ideal: 3 e 5 minutos. **p ≤ 0,01; *p ≤ 0,05. (A) e (C) representam treinos de 5 e 3
minutos respectivamente, e (B) e (D) seus respectivos testes. N = 10 por grupo. ANOVA de duas vias
seguida do teste post hoc de Fisher.

Com o tempo de 3 minutos já estabelecido, realizamos o teste envolvendo
os grupos que passaram por cirurgia, tanto os modelos animais clássicos de
Parkinson (Rotenona e 6-OHDA) quanto o grupo de animais Sham (Figura 16, A).
Nesta etapa, durante o treino, apesar da ANOVA apresentar o fator grupo
significativo [Fator grupo: F (4, 72) = 21,67; p<0,0001], na comparação pós-teste
nenhum dos grupos mostrou preferência por localizar ou explorar qualquer um dos
tubos falcon apresentados [Naive: p=0,2321; Sham: p=0,7490; 6OHDA: p=0,1123;
Rotenona: p=0,8199; Zicam: p=0,3539]. Já durante o teste, os grupos que não
apresentaram comprometimentos olfatórios (Naive e Sham) exploraram com um
tempo significativamente maior o tubo falcon com odor de cepilho familiar em
relação ao não familiar [Naive ( p = 0,0107) e Sham (p = 0,0429)], enquanto os
grupos com hiposmia exploraram de forma semelhante ambos os falcons [6-OHDA
(p = 0,9854), Rotenona (p = 0,4586) e Zicam (p = 0,9804)] (Figura 16, B) [Fator
Tempo de Exploração: F (1, 70) = 6,092; p=0,0160 ; Fator grupo: F (4, 70) = 13,83;
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p<0,0001]. Desse modo, é demonstrado que o teste de reconhecimento olfatório é
eficaz para avaliar o comprometimento olfatório em animais modelos de DP.

Figura 16. Representação gráfica da padronização do teste do reconhecimento olfatório para
modelos animais clássicos da doença de Parkinson. (A) representa o treino e (B) seu teste. N = 10
por grupo, *p ≤ 0,05, comparando o tempo de exploração ativa entre falcon direito e esquerdo no
treino e em odor familiar e não familiar nos testes. ANOVA de duas vias seguida do teste post hoc de
Fisher.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS PRINCIPAIS

3.2.1 Teste de Reconhecimento Olfatório (TRO)
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Sete dias após a cirurgia, os animais do experimento 1 passaram por testes

comportamentais. Durante o treino de 7 dias no TRO (Fig. 17, A), ao compararmos

o tempo de exploração entre o tudo falcon direito e o esquerdo, não houve

diferenças significativas entre os grupos testados, quanto ao tempo de exploração

[Fator grupo: F (4, 60) = 12,33; p <0,0001; Fator Tempo de Exploração: F (1, 60) =

0,1262; p=0,7236]. Já durante o Teste de 7 dias (Fig. 17, C), a ANOVA se

apresentou significativa para o fator grupo [Fator grupo: F (4, 54) = 8,687;

p<0,0001], porém nas múltiplas comparações de Fisher, somente o grupo controle

Sham SNpc e veículo no BO [(-) SNpc(-) BO] (identificado em azul) apresentou

diferença significativa no tempo de exploração entre odor familiar e não familiar (p =

0,0496), enquanto os demais não apresentaram tais diferenças intragrupo.

Os resultados dos animais do experimento 2, onde os testes foram

realizados 14 dias após a cirurgia estereotáxica (8 dias após a microinfusão de

6-OHDA ou seu veículo no BO, Fig. 17, B) demonstraram que, da mesma forma que

os animais do experimento 1, ao compararmos o tempo de exploração entre o tubo

falcon direito e esquerdo intragrupo, não houve diferença significativa entre o tempo

de exploração [Fator grupo: F (4, 58) = 17,27; p<0,0001; Fator Tempo de

Exploração: F (1, 58) = 0,8323; p=0,3654]. E durante o Teste aos 14 dias (Fig. 17,

D), a ANOVA se apresentou significativa para o fator grupo [Fator grupo: F (4, 54) =

8,687; p =0,0004; Fator Tempo de Exploração: F (1, 56) = 9,452; p=0,0033], porém

nas múltiplas comparações de Fisher, somente o grupo controle Sham SNpc e

veículo no BO [(-) SNpc(-) BO] apresentou diferença significativa no tempo de

exploração entre odor familiar e não familiar (p = 0,0068), enquanto os demais não

apresentaram tais diferenças intragrupo. Entretanto, o grupo com a dupla lesão [(+)

SNpc(+) BO] apresentou um valor de p que pode ser considerado limítrofe (p =

0,0789).
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Figura 17. Representações gráficas do TRO em dois tempos dos diferentes grupos principais. (A) e
(B) representam o treino em 7 e 14 dias pós-cirurgia, respectivamente. Já (C) e (D) representam os
testes em 7 e 14 dias pós-cirurgia, respectivamente. N = 18 por grupo, **p ≤ 0,01; *p ≤ 0,05,
comparando o tempo de exploração ativa entre falcon direito e esquerdo no treino e em odor familiar
e não familiar nos testes. ANOVA de três vias seguida do teste post hoc de Fisher. Legenda:
6-OHDA, 6-hidroxidopamina; BO, bulbo olfatório; SNpc, substância nigra pars compacta; (+)
presença de lesão por 6-OHDA ou Zicam; (-) ausência de lesão por 6-OHDA ou Zicam (manipulação
Sham).

3.3.2 Teste de Reconhecimento Social Modificado (TRS modificado)

Os resultados do TRS modificado estão representados abaixo (Fig 18). Ao

analisar o comportamento entre a apresentação e a reapresentação do animal

intruso ao residente, todos os grupos apresentaram uma redução do tempo de

exploração entre a reapresentação e a apresentação, independente da linha do

tempo de realização do teste. Para os grupos que realizaram o teste 7 dias após a

cirurgia (Fig 18, A) a ANOVA apresentou diferença significativa nos fatores Grupo e
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Tempo de exploração [Fator Tempo de Exploração: F (1, 91) = 52,42; p<0,0001;

Fator grupo: F (4, 91) = 2,965; p=0,0237]. O grupo controle [(-) SNpc(-) BO]

apresentou p=0,0095; o grupo com somente lesão no BO [(-) SNpc(+) BO]

p=0,0067, somente lesão SNpc [(+) SNpc(-) BO] p<0,0001, o grupo com a dupla

lesão p=0,0089 e o controle para anosmia [(-) SNpc(+) BO (+) Epitélio olfatório,

chamado de Zicam p=0,0026]. Já para os grupos que realizaram o teste 14 dias

após a cirurgia (Fig 18, B) a ANOVA apresentou diferença significativa somente ao

fator Tempo de exploração [Fator Tempo de Exploração: F (1, 128) = 31,55;

p<0,0001; Fator grupo> F (4, 128) = 1,496; p=0,2072]. O grupo controle [(-) SNpc(-)

BO] apresentou p=0,0247; o grupo com somente lesão no BO [(-) SNpc(+) BO]

p=0,0125, somente lesão SNpc [(+) SNpc(-) BO] p=0,0270, o grupo com a dupla

lesão p=0,0012 e o controle para anosmia [(-) SNpc(+) BO (+) Epitélio olfatório,

chamado de Zicam p=0,0195].
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Figura 18. Representações gráficas do TRS modificado em dois tempos dos diferentes grupos
principais. (A) representa a exploração do animal residente ao intruso durante a apresentação e a
reapresentação 7 dias pós-cirurgia. (B) representa a exploração do animal residente ao intruso
durante a apresentação e a reapresentação 14 dias pós-cirurgia. N = 18 por grupo, ****p ≤ 0,0001;
***p ≤ 0.001, **p ≤ 0,01; *p ≤ 0,05, comparando o tempo de exploração ativa entre falcon direito e
esquerdo no treino e em odor familiar e não familiar nos testes. ANOVA de três vias seguida do teste
post hoc de Fisher. Legenda: 6-OHDA, 6-hidroxidopamina; BO, bulbo olfatório; SNpc, substância
nigra pars compacta; (+) presença de lesão por 6-OHDA ou Zicam; (-) ausência de lesão por
6-OHDA ou Zicam (manipulação Sham).
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3.3.3 Análise de GFAP por Western Blot

Para a quantificação da proteína GFAP, dividimos a análise em SN

(substância negra - Fig 19) e BO (Fig 20) onde a expressão de GFAP foi

estabelecida através do cálculo de razão da densidade ótica de suas bandas com a

densidade ótica da proteína Beta-actina para padronização. Na comparação de

expressão de GFAP nos grupos que realizaram os testes comportamentais e foram

eutanasiados no dia 7 após a cirurgia, a ANOVA de uma via apresentou diferença

significativa [F (3, 10) = 10,00 P=0,0023] e na múltipla comparação de Fisher o

grupo com somente a lesão no BO [(-) SNpc(+) BO] apresentou um aumento na

concentração de GFAP em relação aos demais grupos {em comparação ao grupo

[(-) SNpc(-) BO] p=0,0024; ao grupo [(+) SNpc(-) BO] p=0,0007; e ao grupo [(+)

SNpc(+) BO] p= 0,0009].

Já na quantificação das expressões protéicas para os grupos 14 dias após a

cirurgia, a ANOVA também demonstrou diferença significativa [F (3, 10) = 6,284;

p=0,0114] e na análise de comparação múltipla somente o grupo com a lesão

somente na SNpc [(+) SNpc(-) BO] apresentou aumento em relação ao grupo

controle [(-) SNpc(-) BO] (p=0,0165) e ao grupo dupla lesão [(+) SNpc(+) BO]

(p=0,0231).



49

Figura 19. Representação gráfica da análise de GFAP na SNpc nas duas linhas do tempo. (A) e (B)
são as expressões de proteínas imunomarcadas de Alfa-GFAP e Beta-actina na SN de 7 e 14 dias
pós-cirurgia, respectivamente. (C) representa a quantificação de GFAP nos grupos 7 dias
pós-cirurgia. (D) representa a quantificação de GFAP nos grupos 14 dias pós-cirurgia. Para a
quantificação, foi estabelecida a concentração de GFAP através do cálculo de razão com a proteína
Beta-actina para padronização. N = 4 por grupo, ***p ≤ 0.001, **p ≤ 0,01; *p ≤ 0,05. Legenda:
6-OHDA, 6-hidroxidopamina; BO, bulbo olfatório; SNpc, substância nigra pars compacta; (+)
presença de lesão por 6-OHDA ou Zicam; (-) ausência de lesão por 6-OHDA ou Zicam (manipulação
Sham).

Na quantificação de GFAP no BO observamos a divisão da proteína em

seus dois principais subtipos (Alfa e Beta-GFAP), enquanto na SN GFAP se

apresentou somente com o subtipo Alfa, o mais comumente encontrado. Ao

avaliarmos a quantificação de GFAP nos animais 7 dias após a cirurgia, não foram

encontradas diferenças significativas na comparação da ANOVA tanto para alfa

quanto beta. [Alfa-GFAP 7 dias: F (3, 10) = 0,5359; p=0,6682; Beta-GFAP 7 dias: F

(3, 9) = 0,8464; p=0,5024]. Já ao analisar a quantificação dos grupos de 14 dias,

Alfa-GFAP novamente não apresentou diferenças significativas na ANOVA [F (3, 10)

= 0,6774; p=0,5855], porém para Beta-GFAP houve um aumento significativo do

grupo somente com a lesão no BO [(-) SNpc(+) BO] para o grupo com a dupla lesão

[(+) SNpc(+) BO] [p=0,0191 / F (3, 8) = 5,127; p=0,0287].
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Figura 20. Representação gráfica da análise de GFAP no BO nas duas linhas do tempo. (A) e (B)
são as expressões de proteínas imunomarcadas de Alfa-GFAP, Beta-GFAP e Beta-actina no BO de
7 e 14 dias pós-cirurgia, respectivamente. (C) e (E) representam a quantificação de dois subtipos de
GFAP (alfa e beta, respectivamente) nos grupos 7 dias pós-cirurgia. (D) e (F) representam a
quantificação de dois subtipos de GFAP nos grupos 14 dias pós-cirurgia. Para tais quantificações,
foram estabelecidas as expressões de GFAP através do cálculo de razão com a expressão da
proteína Beta-actina para padronização. N = 4 por grupo, *p ≤ 0,05. Legenda: 6-OHDA,
6-hidroxidopamina; BO, bulbo olfatório; SNpc, substância nigra pars compacta; (+) presença de lesão
por 6-OHDA ou Zicam; (-) ausência de lesão por 6-OHDA ou Zicam (manipulação Sham).

3.3.4 Correlações de Pearson

As correlações de Pearson estão descritas na tabela abaixo (tabela 1) e

divididas nos grupos 7 e 14 dias após a cirurgia. Para permitir a comparação entre
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os dados de quantificação de GFAP e os parâmetros de discriminação olfatória, os

dados do TRS modificado foram transformados em índice de descriminação social

(IDS), seguindo a seguinte fórmula: [(tempo de exploração da apresentação - tempo

de exploração da reapresentação) / tempo total do teste]. Para os dados do TRO, foi

realizado o índice de descriminação olfatória (IDO), seguindo a seguinte fórmula:

[(tempo de exploração odor familiar - tempo de exploração odor não familiar) /

tempo total do teste].

Tabela 1. Correlações de Pearson entre parâmetros comportamentais e quantificação de GFAP

CORRELAÇÕES 7 DIAS APÓS CIRURGIA 14 DIAS APÓS CIRURGIA

IDO x IDS r = -0,1406; P = 0,6036 r = 0,2798; P = 0,2939

IDO x GFAP SN r = -0,08542; P = 0,7621 r = -0,5538; P = 0,0496*

IDO x alfa GFAP BO r = 0,3821; P = 0,1975 r = -0,04261; P = 0,8901

IDO x beta GFAP BO r = 0,2490; P = 0,4119 r = -0,5351; P = 0,0486*

IDS x GFAP SN r = -0,01274; P = 0,9641 r = 0,1654; P = 0,5892

IDS x alfa GFAP BO r = -0,01161; P = 0,9686 r = -0,2856; P = 0,3442

IDS x beta GFAP BO r = 0,04930; P = 0,8729 r = -0,1142; P = 0,7237

GFAP SN x alfa GFAP BO r = -0,5927; P = 0,0328* r = 0,2402; P = 0,4293

GFAP SN x beta GFAP BO r = -0,6371; P = 0,0192* r = 0,7581; P = 0,0043**

Indicação das correlações: *p<0,05; **P<0,01. IDS = [(tempo de exploração da apresentação -
tempo de exploração da reapresentação) / tempo total do teste]. IDO= [(tempo de exploração odor
familiar - tempo de exploração odor não familiar) / tempo total do teste].

4. DISCUSSÃO

É comum associar o diagnóstico de DP ao estágio tardio da doença e

consequentes manifestações clínicas motoras (Braak et al., 2003, 2004; Fahn, 2003;

Ross et al., 2008). Enquanto isso, a identificação da DP a partir do distúrbio olfatório

é mais rara, principalmente devido à falta de padronização mundial de um teste

diagnóstico. Isso é parcialmente explicado por fatores transculturais, como pessoas

que vivem em continentes diferentes e não conhecem exatamente os mesmos
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odores. (Fullard et al., 2017; Rodrigues et al., 2020; Tarakad e Jankovic, 2017). Isso

é particularmente importante para discutir aspectos como a identificação do odor,

em que uma pessoa só pode nomear um odor se já tiver sido exposto, o que sugere

maior envolvimento cognitivo (Hedner et al., 2010). Portanto, alguns testes de

diagnóstico olfativo são padronizados em alguns países, geralmente avaliando a

identificação de odores, como o Teste de Identificação de Odores da Universidade

da Pensilvânia (UPSIT), que consiste em 40 odores microencapsulados associados

a respostas de escolha forçada para identificá-los (Doty, 1996; Doty et al., 1984;

Fornazieri et al., 2015; Hsu et al., 2015; Ogihara et al., 2011; Picillo et al., 2014).

Além disso, existem testes olfatórios que avaliam a detecção ou discriminação de

odores (Doty et al., 2015; Lötsch et al., 2008), que por sua vez consideram,

respectivamente, a presença de um odor em baixa concentração ou diferentes

limiares (Cain, 1982; Lawless, 2010) e a diferenciação entre dois ou mais odores

(Weierstall e Pause, 2012). Obviamente, simular testes de identificação de odores

para modelos animais é complexo, embora existam algumas semelhanças, não são

padronizados para um modelo de DP (Liu et al., 2017; Olofsson et al., 2019) e

dependem de habituação, aprendizado e cognição . A detecção é certamente uma

ferramenta a ser considerada e melhor investigada para modelos animais de DP; no

entanto, a discriminação de odores ainda é a abordagem mais utilizada neste

contexto. Dentre os testes de discriminação olfatória em roedores existem diversos

protocolos e dispositivos utilizados, além de estímulos olfatórios de diferentes

classes, como odores sociais, não sociais, apetitivos e aversivos (Arbuckle et al.,

2015; Cho et al., 2018; Fleming, 2014; Ilkiw et al., 2018; Jakupovic et al., 2008;

Mihalick et al., 2000; Prediger et al., 2006; Rodrigues et al., 2014, 2018; Staples et

al., 2008; Tillerson et al., 2006; Yang e Crawley, 2009).

Assim como em nosso estudo prévio (Ilkiw et al., 2018), observamos que

nos grupos 7 dias após a cirurgia estereotáxica com microinfusão intranigral de

6-OHDA, que as lesões dopaminérgicas na SNpc e OB-gl foram capazes de causar

prejuízo olfatório de maneira muito semelhante ao Zicam. Foi relatado que um

aumento do número de neurônios TH-ir dentro da camada glomerular encontrados

na DP em cérebros post-mortem (Huisman et al., 2004; Mundiñano et al., 2011) e

modelo animal rotenona de DP (Rodrigues et al., 2014) pode estar associada ao

comprometimento olfatório. Em relação ao grupo com a dupla lesão por 6-OHDA,

nossos resultados demonstraram que não houve diferença de exploração ativa no
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TRO, resultado que à principio parece contrário ao que encontramos em 2018 com

o teste de discriminação olfatório, onde os animais deste grupo haviam

preferencialmente explorado o compartimento com odor familiar durante um tempo

maior em relação ao compartimento de odor não familiar no teste de discriminação

olfatório (TDO). O TDO, adaptado de Soffie e Lamberty (1988), foi baseada nas

observações iniciais de Carr et al. (1976) que mostraram que ratos machos maduros

significativamente preferem seu próprio odor a nenhum odor e modificado para

melhor adaptação (Prediger et al, 2005; Rodrigues et al., 2014; Ilkiw et al., 2018;

Rodrigues et al., 2020).

A principal diferença entre os testes TDO e TRO se dá no que é

considerado exploração do odor. O TDO é um teste que avalia o tempo de

permanência do animal em um ambiente, ou seja, o animal é colocado

randomicamente entre dois compartimentos (onde ele só tem estas duas escolhas,

a cada teste o animal era colocado virado para um lado diferente a fim de evitar um

viés de escolha) sendo que um animal sem prejuízo olfatório apresenta preferência

pelo ambiente com o próprio odor ao outro ambiente, que só possui cepilho limpo,

enquanto o animal com prejuízo olfatório não diferencia os dois ambientes e explora

os dois compartimentos em tempos semelhantes (Carr et al., 1976; Soffie e

Lamberty, 1988; Prediger et al., 2005; Rodrigues et al., 2014; Ilkiw et al., 2018;

Rodrigues et al., 2020). Já no TRO, consideramos o tempo de exploração ativa do

odor, ou seja, o tempo em que o animal passou interessado no tubo falcon e

comportamentos como usar o tubo para escalar ou o de morder a fita adesiva que

demarca a proximidade ao tubo foram excluídos da contagem de tempo. Isso nos

proporciona uma análise muito mais clara do interesse do animal na detecção

olfatória e de que quando há um tempo de exploração maior significa genuinamente

que ele apresentou um maior interesse pelo odor do falcon. No TDO, possíveis

alterações motoras nos animais podem prejudicar a análise, já que impediriam o

animal de se locomover livremente pelos dois ambientes. O posicionamento

randômico do animal no início do teste permite que essa diferença se dissipe, porém

não há como determinar se o animal está mesmo explorando o ambiente em que

ele se encontra ou simplesmente não o diferencia mas não apresenta interesse em

explorar.

Com relação à análise do TRO, há também o fato de que a exploração ativa

do odor dependa exclusivamente do interesse do animal. Ou seja, se o animal
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apresenta um comportamento anedônico, ele tende automaticamente a explorar

com menos afinco o ambiente em que se encontra (Matheus et al., 2016; Chiu et al.,

2015; Ilkiw et al., 2018). Em animais modelos de Parkinsonismo, a anedonia é um

sinal que representa a falta de interesse e se apresenta com muita frequência

sendo muito utilizado para avaliar comportamento tipo-depressivo. A depressão

causa alterações nos circuitos olfativos, reduzindo o limiar olfativo, as habilidades de

identificação e discriminação em humanos (Atanasova et al., 2010; Negoias et al.,

2010). Analogamente, é mais esperado que pacientes com anosmia congênita

exibam sinais de depressão (Croy et al., 2012). No estudo anterior, também vimos

que os animais com a dupla lesão apresentaram maior comportamento anedônico

que os demais grupos no teste de preferência à sacarose no tempo de 7 dias

(incluindo os grupos lesionados, que também apresentaram anedonia) (Tadaiesky et

al., 2008; Matheus et al., 2016; Chiu et al., 2015). Isso demonstra que mesmo nessa

situação, os animais foram capazes de explorar ativamente os tubos falcons no

TRO mas que não os diferenciam.

Desse modo, podemos entender que a exploração dos animais em 7 dias

pode ter sido prejudicada por apresentarem um alto comportamento de anedonia,

amplamente descrito na literatura e observado em nosso estudo anterior através do

teste de preferência a sacarose (Tadaiesky et al., 2008; Matheus et al., 2016; Chiu

et al., 2015; Ilkiw et al., 2018).

Ao contrário de resultados do TDO em 2018, aos 14 dias após a cirurgia

ambos os grupos lesionados seletivamente no SNpc e na camada glomerular do BO

apresentaram alterações olfatórias de detecção. Considerando as diferenças entre

os tempos de exploração do grupo com dupla lesão em 14 dias é limítrofe e se

assemelha bastante ao comportamento do grupo controle, demonstrando uma

possível reversão do prejuízo olfatório. A hipótese que melhor poderia explicar este

comportamento seria a existência de uma via dopaminérgica bulbo-nigral,

descoberta em 2015 por Hoglinger e colaboradores, e que uma lesão dupla

especificamente dopaminérgica poderia equilibrar o aumento de neurônios TH-ir a

fim de melhorar os sintomas de prejuízo olfatório (Hoglinger et al., 2015). Além

disso, comparando diretamente o interesse pela exploração ativa no TRO e o

comportamento anedônico observado em nosso estudo anterior, observamos que os

animais de 7 dias com dupla lesão apresentavam o maior comportamento

anedônico e que isso sofreu uma recuperação em 14 dias, com esse grupo



55

apresentando um comportamento melhor do que o grupo somente lesionado na

SNpc, também demonstrando que o grupo com a dupla lesão apresenta um

comportamento interessante de reversão de ambos os quadros.

No estudo atual, as contagens de neurônios TH-ir na camada glomerular do

BO e na SNpc não foram realizadas pois são dados que já obtivemos em nosso

estudo anterior (Ilkiw et al., 2018). Em nosso estudo anterior, o grupo 6-OHDA

(+)SNpc/(-)BO não apresentou aumento de neurônios TH-ir no OB-gl em relação ao

grupo controle. Esse comprometimento olfatório sem aumento da densidade de

células periglomerulares corrobora com achados anteriores de Höglinger e

colaboradores (2015), que também não encontraram aumento de neurônios

dopaminérgicos em OB-gl após 6-OHDA intranigral em ratos. Este resultado em um

primeiro momento surpreende, pois um estudo anterior do nosso laboratório

observou um aumento de 50% de neurônios TH-ir na camada glomerular do BO

(Rodrigues et al., 2014). Porém, a principal diferença entre os estudos se dá no

modelo utilizado, já que Rodrigues e colaboradores utilizaram Rotenona para a

mimetização da DP. Além disso, os resultados de Huisman e colegas (2008)

mostraram um resultado ainda mais intrigante que contestou o chamado aumento

neuronal de TH-ir em OB-gl em humanos, conforme encontrado em seu estudo

anterior (Huisman et al., 2004). De fato, nossos resultados mostram que o

comprometimento olfatório apresentado no grupo com lesão OB-gl pode estar

associado à perda neuronal periglomerular de TH-ir em comparação ao controle.

Nesse sentido, nosso resultado aponta que os neurônios periglomerulares TH-ir são

responsáveis pela modulação olfatória, portanto, uma diminuição da densidade

dessas células impacta negativamente o desempenho olfativo, como demonstrado

anteriormente (Doty, 2012; Mundiñano et al., 2011; Ilkiw et al., 2018).

Notavelmente, as lesões induzidas por neurotóxicos no OB de

camundongos são recuperadas por um aumento no número de neurônios

recém-nascidos provenientes da zona subventricular (SVZ), onde são células-tronco

(Hoglinger et al., 2004; Tieu, 2011). Tais células são recrutadas e então migram pela

via rostral, diferenciando-se apenas em interneurônios dopaminérgicos e

GABAérgicos nas regiões glomerular e camadas granulares, aproximadamente 7

dias após a lesão de 6-OHDA (Lazarini et al., 2014). Portanto, esses neurônios

recém-nascidos são capazes de repovoar (pelo menos parcialmente) a camada

glomerular do BO, recuperando então as entradas sensoriais olfatórias através de
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mecanismos compensatórios, através da ativação da via vomeronasal e do sistema

olfatório acessório (Salazar et al., 2015). A via vomeronasal é uma via olfatória

acessória descrita como um sistema primitivo encontrado em vários mamíferos

(Savic et al., 2009; Trotier, 2011), mas em humanos o sistema está presente apenas

no feto (Salazar et al., 2015). Em roedores, a via vomeronasal foi relatada pela

primeira vez como capaz de identificar feromônios e os odores comuns eram

percebidos pela via olfatória (principal sistema olfatório), mas atualmente esse

conceito tem sido questionado (Keverne, 2005; Shepherd, 2006 apud Salazar et al.,

2015).

O paradigma intruso-residente vem sendo intensamente empregado em

estudos para avaliar a memória de reconhecimento social em roedores (Moura e

Xavier, 2010). Tipicamente, ratos adultos (residentes) são expostos a dois encontros

de 5 minutos cada com um mesmo intruso juvenil ou com juvenis diferentes; o

intervalo entre encontros é usualmente 20-40 minutos. A quantidade de

comportamentos sociais do residente, no segundo encontro, em relação a um

intruso familiar é substancialmente menor do que o observado no primeiro encontro,

o que não ocorre quando o segundo encontro envolve um juvenil novo; esse

resultado caracteriza memória de reconhecimento social e é considerado um teste

clássico de avaliação de memória (Dantzer, Bluthe, Koob, & Le Moal, 1987;

Engelmann, Wotjak, & Landgraf, 1995; Grant, 1963; Popik, Ventulani, Bisaga, & van

Ree, 1991; Thor & Holloway, 1982). Há peculiaridades na memória de

reconhecimento social que, aparentemente, a distingue de outros tipos de memória.

Por exemplo, sua duração é maior do que a da memória operacional, mas menor do

que uma memória do tipo espacial ou aversiva. Isso tem levado alguns autores a

caracterizá-la como um tipo específico de memória, distinto de outros já descritos na

literatura da área (Ferguson et al., 2002) e aparentemente, a memória de

reconhecimento social pode ser caracterizada como uma entidade única. Diferentes

laboratórios vêm defendendo que ela se baseia preponderantemente em

informações de natureza olfatória (Ferguson et al., 2000; Ferguson et al., 2002;

Dantzer et al., 1988). Embora as tarefas de identificação e discriminação de odores

sejam mais dependentes de processos cognitivos (Hedner et al., 2010), na DP, o

olfato e a cognição são considerados distúrbios independentes (Doty et al., 1989).

Desse modo, realizamos o TRS para avaliar se o prejuízo olfatório dos animais

modelo de Parkinson, assim como o modelo de anosmia utilizado, são alterações
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relacionadas ao prejuízo de detecção sensorial ou podem ser relacionadas a

processos cognitivos relacionados à memória olfatória. Como resultado,

visualizamos que todos os grupos foram capazes de identificar o animal intruso na

reapresentação, ou seja, os residentes exploraram em menor tempo na

reapresentação por, possivelmente, lembrarem do intruso. Esse resultado foi

encontrado de maneira similar por Prediger e colaboradores (2005), onde eles

observaram que o tempo de lesão e a idade do animal influencia diretamente na

memória olfatória de animais modelos de Parkinsonismo.

A escolha de investigar GFAP como marcador da neuroinflamação na DP

vem da amplitude do seu papel como principal proteína de filamento intermediário

em astrócitos maduros e também um componente importante do citoesqueleto em

astrócitos durante o desenvolvimento (Middeldorp & Hol, 2011). Ainda, estudos

demonstram o aumento significativo da expressão de GFAP em modelos de

Parkinson e também em amostras de encéfalos post-mortem de pacientes (Chou et

al., 2014; Clairembault et al., 2014; Bassani et al., 2015; Tieu et al., 2017). Alguns

estudos examinaram a GFAP sérica na DP, encontrando níveis séricos elevados de

GFAP em comparação aos controles (Su et al., 2012; Oeckl et al., 2019) e, além

disso, estudos recentes têm focado em analisar GFAP como um possível

biomarcador da DP no plasma (Tang et al., 2023).

A descoberta de diferentes variantes de splicing de GFAP deu um impulso

adicional para explorar esta proteína com mais detalhes. Além disso, foram

identificadas diferentes subpopulações de astrócitos, que provavelmente têm tarefas

distintas na fisiologia e patologia do cérebro, e que não são classificadas apenas por

sua aparência espacial e temporal, mas também por sua expressão específica de

filamentos intermediários, incluindo distintas isoformas de GFAP (Middeldorp & Hol,

2011). A presença dessas isoformas aumenta a complexidade do citoesqueleto dos

astrócitos e provavelmente está subjacente a funções específicas do subtipo. A

isoforma GFAPδ (delta) é preferencialmente expressa por astrócitos neurogênicos

na ZSV, enquanto o GFAP-α é encontrado em um subconjunto de astrócitos em

todo o cérebro. Da mesma forma, foi relatada a expressão dessas isoformas em

material cerebral humano de pacientes com epilepsia, Alzheimer e glioma. O estudo

de Kamphius e colaboradores (2012) demonstrou a expressão das isoformas de

GFAP em modelos de camundongos na doença de Alzheimer (DA). No córtex,
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cerebelo e estriado de camundongos de tipo selvagem, foram detectados transcritos

para Gfap-α, Gfap-β, Gfap-γ, Gfap-δ, Gfap-κ e uma isoforma recentemente

identificada Gfap-ζ (Kamphius et al., 2012). Seus níveis de expressão relativa foram

semelhantes em todas as regiões estudadas. GFAPα mostrou uma expressão

ampla, enquanto a distribuição de GFAPδ foi proeminente no SVZ, fluxo migratório

rostral (RMS), astrócitos neurogênicos da zona subgranular (SGZ) e astrócitos

subpial (Kamphius et al., 2012).

Na quantificação de GFAP por western blot, ao usar um gel 12% ou mais

concentrado e anticorpo primário policlonal (panGFAP), foi possível diferenciar as

isoformas principais de GFAP (que se localizam entre 55 e 37 kDA), encontradas na

estrutura encefálica analisada. Sabe-se que na SNpc a isoforma mais comum é a

GFAP-α, pois esta é a mais abundante no cérebro. Já em relação ao BO,

esperava-se que as mais visíveis fossem GFAP-α e GFAPδ por serem mais comuns

em geral e nas regiões de neurogênese, respectivamente. Surpreendentemente,

GFAP-β se mostrou em grande quantidade na imunomarcação por GFAP no BO, o

suficiente para ser quantificada e demonstrou uma grande ligação com os sintomas

de prejuízo olfatório.

Curiosamente, a análise de GFAP na SN em 7 dias demonstrou um

aumento significativo somente no grupo que apresentou a lesão única no BO para

todos os demais grupos, enquanto em 14 dias vimos que somente o grupo com a

lesão na SNpc apresentou um aumento em relação ao controle e ao grupo com a

dupla lesão, mas não ao grupo com lesão somente no BO. Comumente é visto um

aumento na expressão de células GFAP+ na SNpc após a lesão (Liang et al., 2019;

Deng et al., 2021; Jayaraj et al., 2022). Porém, um estudo recente observou que a

imunorreatividade de GFAP foi maior em áreas relacionadas ao início dos sintomas

da DP segundo o estagiamento de Braak e menor em áreas motoras (supostamente

afetadas posteriormente). Desse modo, a auto imunorreatividade anti-GFAP de

diferentes áreas do cérebro se correlaciona com a disseminação da

neurodegeneração histopatológica na DP. Eles trabalham com a hipótese de que

autoanticorpos GFAP são fisiológicos, mas podem estar envolvidos como um cofator

na patogênese da DP (Gschmack et al., 2022). Nesse sentido, uma lesão no BO

afeta a expressão de GFAP da SN possivelmente relacionado às alterações

dopaminérgicas e afetando de maneira retrógrada a SNpc pela via bulbo-nigral

(Hoglinger et al., 2015), além de poder afetar diretamente as projeções
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serotoninérgicas e noradrenérgicas provenientes dos núcleos da rafe e locus

coeruleus, respectivamente (Mundiñano et al., 2011; Doty, 2012), o que corresponde

à evolução do estagiamento de Braak (Braak et al., 2004). Ainda, Murray e

colaboradores (2022) encontraram o aumento de GFAP na camada glomerular do

BO em amostras post-mortem de pacientes portadores de DP comparados às

amostras de pacientes controles, resultado que parece corroborar com nossos

achados em 14 dias. Intrigantemente, os animais dos grupos com a dupla lesão não

apresentaram aumento significativo de GFAP em nenhum dos tempos, sendo BO ou

na SN. Estudos demonstram que a expressão de GFAP tende a seguir locais de

lesões específicas, como em caso de AVEs (Zwirner et al., 2021). Porém, neste

caso de dupla lesão, a segunda lesão no bulbo olfatório parece produzir um efeito

similar aos animais controles em relação à expressão de GFAP, o que poderia

significar que a diminuição dos interneurônios periglomerulares poderia também

diminuir a neuroinflamação local. Em contrapartida, a redução destes neurônios

possivelmente estimula a ZSV, região diretamente responsável pela criação de

novos neurônios para o BO e que é sinalizada por astrócitos e micróglia (Ilkiw et al.,

2019). Futuramente é interessante a investigação da ZSV para determinar não só a

expressão de GFAP sobre a neurogênese, mas a neurogênese em si como

importante fator para o prejuízo olfatório na DP.

Ao realizarmos as correlações de Pearson entre parâmetros

comportamentais e as quantificações de GFAP no BO e SN observamos resultados

que nos ajudam a entender ainda mais o papel da neuroinflamação sobre a olfação.

Nos grupos de 7 dias após a cirurgia, foram observadas correlações negativas entre

as quantificações de GFAP na SN e as de GFAP (alfa e beta) no BO. Esse dado

sugere que mesmo não havendo diferenças significativas nas análises de GFAP alfa

e beta no BO em 7 dias, quando a concentração de GFAP estava menor no BO a

mesma se apresentava maior na SN. Isso demonstra o papel da migração

pró-regeneração dos astrócitos a fim sinalizar e recuperar uma área lesionada

(Cooper and Isacson, 2004; Worlitzer et al.,2012). Já nos grupos de 14 dias após a

cirurgia, observamos uma correlação negativa entre o desempenho no TRO

(transformado em IDO para a correlação) com a quantificação de GFAP SN e

beta-GFAP no BO. O estudo de Snyder e colaboradores (2016) demonstrou que a

linhagem de ratos knockout para GFAP, chamados de TK-GFAP, apresenta uma
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diminuição de 51% nos interneurônios do bulbo olfatório e que isso apresenta um

impacto importante na detecção de odores finos (Matsutani & Leon, 1993; Snyder et

al., 2016). Surpreendentemente, a correlação entre GFAP na SN e beta-GFAP no

BO foi positiva para os grupos de 14 dias. Isso demonstra que com as lesões mais

maduras, a migração pró-regeneração parece seguir uma espécie de escala de

prioridade, se apresentando de forma similar no BO e na SN, apesar de se tratarem

de isoformas diferentes, enquanto a isoforma alfa no BO não apresentou tal

correlação. A avaliação da importância das isoformas na DP ainda é pouco

estudada e requer mais atenção por apresentar GFAP se demonstrar um fator com

bastante potencial para biomarcação e estabelecimento do diagnóstico precoce.
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5. CONCLUSÕES

- Desenvolvemos e padronizamos um teste de detecção de odor social, o

TRO, e o avaliamos para dois modelos de Parkinson clássicos (6-OHDA e

Rotenona), além de testarmos em um modelo de anosmia sem o contexto de

Parkinsonismo.

- Os grupos 7 dias com as lesões dopaminérgicas SNpc e BO foram capazes

de causar prejuízo olfatório de maneira muito semelhante ao Zicam. O grupo

com a dupla lesão por 6-OHDA não apresentou diferença de exploração ativa

no TRO, demonstrando presença de prejuízo olfatório e contrariando

resultados prévios obtidos com outro teste de detecção de odor.

- Aos 14 dias ambos os grupos lesionados seletivamente no SNpc e na

camada glomerular do BO apresentaram alterações olfatórias de detecção e

grupo com dupla lesão se apresentou como limítrofe na análise estatística e

se assemelha bastante ao comportamento do grupo controle, demonstrando

uma possível reversão do prejuízo olfatório.

- No TRS, todos os grupos foram capazes de identificar o animal intruso na

reapresentação, ou seja, os residentes exploraram em menor tempo na

reapresentação por lembrarem do intruso.

- A análise de GFAP na SN em 7 dias demonstrou um aumento significativo

somente no grupo que apresentou a lesão única no BO para todos os demais

grupos, enquanto em 14 dias somente o grupo com a lesão na SNpc

apresentou um aumento em relação ao controle e ao grupo com a dupla

lesão, mas não ao grupo com lesão somente no BO.

- Futuramente é interessante investigar a ZSV para determinar não só a

expressão de GFAP sobre a neurogênese, mas a neurogênese em si como

importante fator para o prejuízo olfatório na DP.

- A avaliação da importância das isoformas na DP ainda é pouco estudada e

requer mais atenção por apresentar GFAP se demonstrar um fator com

bastante potencial para biomarcação e estabelecimento do diagnóstico

precoce.
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Abstract

Hyposmia is a major non-motor symptom of Parkinson's disease (PD) and affects

about 90% of patients. To evaluate hyposmia in animal models there are several

tests that can be used to evaluate detection, discrimination and olfactory memory.

However, many of these tests are based on whether or not the animal stays in an

odorized compartment, which may be affected by freezing behaviors and changes in

the animal's locomotion. Thus, we implemented a new olfactory discrimination test

by uniting two tests: olfactory discrimination task and object recognition test aiming

to implement and standardize the olfactory recognition test (ORT) for PD animal

models evaluation.

Introduction

It is common to associate the PD diagnosis with the disease's late-stage and

consequent clinical motor manifestations (Braak et al., 2003, 2004; Fahn, 2003;

Ross et al., 2008). Meanwhile, the PD identification from the olfactory disorder is

rarer, mainly due to the lack of worldwide standardization of a diagnostic test. This is

partially explained by cross-cultural factors, such as people who live on different

continents and do not know precisely the same odors. (Fullard et al., 2017;

Rodrigues et al., 2020; Tarakad and Jankovic, 2017). This is particularly important to

discuss aspects such as odor identification, in which a person can only name an

odor if it has already been exposed, which suggests greater cognitive involvement

(Hedner et al., 2010). Therefore, some olfactory diagnostic tests are standardized in

some countries, generally assessing odor identification, such as the University of

Pennsylvania's Smell Identification Test (UPSIT), which consists of 40

microencapsulated odorants associated with forced-choice answers to identify them

(Doty, 1996; Doty et al., 1984; Fornazieri et al., 2015; Hsu et al., 2015; Ogihara et al.,

2011; Picillo et al., 2014). In addition, there are olfactory tests that evaluate the

detection or discrimination of odorants (Doty et al., 2015; Lötsch et al., 2008), which

in turn considers, respectively, the presence of an odor in low concentration or

different thresholds (Cain, 1982; Lawless, 2010) and the differentiation between two

odors or more (Weierstall and Pause, 2012). Although odor identification and
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discrimination tasks are more dependent on cognitive processes (Hedner et al.,

2010), in PD, olfaction and cognition are considered independent disorders (Doty et

al., 1989).

Obviously, simulating odor identification tests for animal models is complex, although

there are some similar ones, they are not standardized for a PD model (Liu et al.,

2017; Olofsson et al., 2019) and depend on habituation, learning and cognition.

Detection is certainly a tool to be considered and better investigated for PD animal

models; however, odor discrimination stills the most used approach in this context.

Among the olfactory discrimination tests in rodents, there are several protocols and

devices used, in addition to odorants stimuli from different classes, such as social,

non-social, appetizing and aversive odors (Arbuckle et al., 2015; Cho et al., 2018;

Fleming, 2014; Ilkiw et al., 2018; Jakupovic et al., 2008; Mihalick et al., 2000;

Prediger et al., 2006; Rodrigues et al., 2014, 2018; Staples et al., 2008; Tillerson et

al., 2006; Yang and Crawley, 2009).

In mammals, social odors determine the reproductive and social behavior of a

species, including aspects such as age, health status and sex (Brennan and

Kendrick, 2006). These odorants are found in feces, urine and skin glands and are

processed through the main and accessory olfactory pathways (Brown, 1979; Keller

et al., 2009). Non-social odors are arbitrary odor molecules that are not related to the

social context, such as lemon or spice odors, which are processed through the main

olfactory pathway (Feinberg et al., 2012). Aversive odors are found in the skin of

predators, saliva, feces and urine and can trigger an adaptive effect on the detector

organism (Apfelbach et al., 2005). In addition to the aversive odors, there are

odorants that generate reward responses in animals. Appetizing odorants are found

in several sources, such as the peanut butter odor that leads to hedonic responses

(Cho et al., 2018; Kobayakawa et al., 2007). Olfactory discrimination tasks can use

all these odorants classes, however, appetized and aversive odorants can activate

regions of the limbic system related to reward and fear, which could be considered

an interference source in the PD olfactory disorder context. In this context, we

implemented a new olfactory discrimination test by uniting two tests: olfactory

discrimination task and object recognition test aiming to implement and standardize

the olfactory recognition test (ORT) for PD animal models evaluation.
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Material and methods

Ethics statement

All the experiments were carried out in accordance with the guidelines of the
Committee on the Care and Use of Laboratory Animals, United States National
Institutes of Health. In addition, the protocol complies with the recommendations of
Federal University of Paraná and was approved by the Institutional Ethics Committee
(approval ID #1162).

Animals

Male Wistar rats from our breeding colony weighing 280–320 g at the beginning of
the experiments were used. The animals were randomly housed in groups of five in
polypropylene cages with wood shavings as bedding and maintained in a
temperature-controlled room (22±2°C) on a 12:12 h light-dark cycle (lights on at 7:00
AM). The animals had free access to water and food throughout the experiment.

Experimental design

We first tested two times (3 or 5 minutes) of training and test for animals Naïve
(animals without any manipulation) and Zicam (positive anosmia group) n=10/group
(Total=40 animals). After the primary results, three more groups were established to
perform the test that presented the expected result (n = 10/group): Sham (operated
but not injured animals), 6-OHDA and Rotenone (Total = 30 animals) performed 3
minutes training and test for ORT. 6-OHDA and Rotenone are PD mimicking
neurotoxins, which were administered by stereotactic surgery on substantia nigra
pars compacta. Zicam is a zinc gluconate + zinc acetate formulation that causes
anosmia, acting as a positive control for olfactory impairment.

Stereotaxic Surgery

Rats were sedated with intraperitoneal xylazine (10 mg/kg; Syntec do Brasil Ltda,
Brazil) and anesthetized with intraperitoneal ketamine (90 mg/kg; Syntec do Brasil
Ltda, Brazil). The following coordinates were used to the bilateral injury, bregma as a
reference: substantia nigra pars compacta (SNpc) (AP) = - 5,0 mm, (ML) = ± 2,1 mm
e (DV) = - 8,0 mm (Paxinos and Watson 2005). To 6-OHDA group, needles were
guided to the region of interest for a bilateral infusion of 2 μL of 6-OHDA (3μg/μL) of
saline containing 0.2% ascorbic acid using an electronic infusion pump (Insight
Instruments, Ribeirão Preto, Brazil) at a rate of 0,33 μL/min for 6 minutes (modified
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from Lima, et al., 2006). To Rotenone group, 1 mL of rotenone(12 mg/mL) or of
dimethylsulfoxide—DMSO (Sigma-Aldrich®,United States) using an electronic
infusion pump (Insight Instruments, Ribeirão Preto, Brazil) at a rate of 0.33 mL/min
for 3min (Saravanan et al., 2005; Moreira et al., 2012; Dos Santos et al., 2013)
administrated at the same structure. Sham operations followed the same procedure,
but 2 μL of saline containing 0.02% ascorbic acid was injected instead.

Intranasal administration of Zicam (zinc gluconate + zinc acetate solution)

The administration of Zicam® Oral Mist (Matrixx Initiatives, Scottsdale, AZ, USA)
was performed as previously reported (Lim et al., 2009; Chioca et al., 2013;
Rodrigues et al., 2014): the animals were sedated with an intraperitoneal
administration of 90 mg/kg ketamine and 3 mg/kg xylazine, and approximately 30 μL
of Zicam solution was slowly delivered into the nasal cavity using a Hamilton syringe
connected to a blunted 30-gauge needle through a polyethylene tube. The
polyethylene cannula was inserted 15 mm past the right external nostril to help
irrigate the olfactory epithelium. The procedure was repeated in the left nostril.
During respiration, part of the solution was expelled through the nostril and dried with
absorbent paper to allow the animal to continue breathing.

Olfactory Recognition Test (ORT)

For the test, rats were placed individually in a box containing 2 similar falcons with
small holes along its surfaces. The test was performed in two stages, the first (called
“training”) was performed as a box habituation. The animals were placed in the box
containing clean sawdust inside the two falcons and the exploration of both falcons
was observed for 3 minutes. In the second stage, a falcon was randomly chosen and
the clean sawdust was replaced for a sawdust collected from the animal isolated
cage (familial odor) and in the other falcon the clean sawdust was maintained
(non-familial odor) for 3 minutes. The two steps were recorded for further analysis.

Statistical Analysis

Differences between groups in the ORT were analyzed by two-way analysis of
variance (ANOVA) followed by the Bonferroni post hoc test. Values were expressed
as mean ± standard error of mean (SEM). The level of significance was set at P ≤
0.05.

Results



78

Firstly, we tested two times (3 or 5 minutes) of training and test for Naïve animals
(animals without any manipulation) and Zicam (positive anosmia group. During
training all groups showed no statistical difference between falcons explorations
(Figure 1, A and B). Though, during both tests, the animals in the zicam group would
still explore the falcons similarly as they did not have any differences. Meanwhile,
Naïve group explore more the falcon with familial odor then the non-familial one
(Figure 1, C and D) [ Naïve 5 minutes (interaction factor: F (1, 32) = 8,567; p =
0,0064), Naïve 3 minutes (column factor: F (1, 34) = 6,632; p = 0,0187)]. For test
habituation (ORT training), all groups showed no preference for locating or exploiting
the falcons. Already during the test, the groups that did not present olfactory
impairments (Naive and Sham) explored significantly the family time compared to the
unfamiliar one [Naive (p = 0.0107) and Sham (p = 0.0429)], while the hyposmia
groups explored similarly both falcons [6-OHDA (p = 0.9854), Rotenone (p = 0.4586)
and Zicam (p = 0.9804)]. Thereby, we conclude that the olfactory recognition test is
effective for evaluating olfactory impairment in PD models.

Figure 1. Graphical representation of olfactory recognition training and tests in two times: 3 and 5 minutes. A and C
represent training of 5 and 3 minutes respectively, and B and D its tests respectively.



79

Figure 2. (A) Graphical representation of olfactory recognition training. Three-way ANOVA with Bonferroni’s post-hoc. All
groups presented the same significant exploration time on both sides of the box during training. (B) Graphical
representation of olfactory recognition test. Three-way ANOVA with Bonferroni’s post-hoc. During the test, the groups that
did not present olfactory impairments (Naive and Sham) explored significantly the family time compared to the unfamiliar
one [Naive (p = 0.0107) and Sham (p = 0.0429)], while the hyposmia groups explored similarly both falcons [6-OHDA (p =
0.9854), Rotenone (p = 0.4586) and Zicam (p = 0.9804)].
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Discussion

When comparing with already established olfactory detection tests, it is visible that

the times of 3 and 5 minutes are the most used. By testing these two times, we

noticed that the detection pattern did not change, remaining similar to the exploration

difference between training and test in Naive animals and anosmia model animals. In

this way, we chose to continue the validation with the shortest time, as it makes the

test faster in general. By including the groups of operated animals, Sham, 6-OHDA

and Rotenone, it was observed that the groups of animals injured in the SNpc -

considered classic models of PD - were not able to differentiate the falcon tube with

a familiar odor from the tube with an unfamiliar odor. This behavior is visualized in

several social odor tests, in the same way (Prediger et al., 2006; Lazarini et al.,

2014; Rodrigues et al., 2014, 2018, 2020; Ilkiw et al., 2018) while the operated

animals however non-injured individuals presented a longer exploration time to the

falcon tube containing snips of social odor than to the tube with non-social odor.

In the ORT, we considered the time of active exploration of the odor, which is, the

time the animal spent interested in the falcon tube and behaviors such as using the

tube to climb or biting the adhesive tape that demarcates the proximity to the tube

were excluded from the time count. For the determination of the active exploration of

the odor, a limit line of 2 cm was established around each tube and if the animal

crossed these lines with the head and forepaws, the time was counted as

exploration. This provides a much clearer analysis of the animal's interest in

detection and that when there is a longer exploration time it genuinely means that it

has a greater interest in the falcon's odor compared to other tests - such as the

olfactory discrimination test - which assess the time of permanence in a

compartment that contains the odor.

In addition, the test has the advantage of a short habituation time (3 minutes), low

cost involving the test – only the apparatus and falcon tubes, which can be reused. It

was also observed the ease of analysis of the test results and the high applicability

for two models that reproduce the olfactory deficits. Based on laboratory research

that is looking for the best strategy to evaluate the animal olfactory behavior with low

cost, good reproducibility, easy analysis and good applicability, we successfully

present a new olfactory discrimination task with a standardized social odor for two
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PD animal models. Future studies are needed to standardize this task for other

classes of odorants and PD rodent models.
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7.2 ARTIGO CIENTÍFICO DE COLABORAÇÃO
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8. MATERIAL SUPLEMENTAR

8.1 PADRONIZAÇÃO DO WESTERN BLOT PARA GFAP

Para a padronização da quantificação de GFAP e beta-actina por Western Blot

foram realizadas curvas com concentrações variadas de anticorpos a fim de se

obter a melhor quantificação necessária. No painel 1, a figura A demonstra a

revelação das 3 membranas com a curva de concentração de anticorpo primário

anti-GFAP, enquanto a figura B demonstra a revelação da curva de concentração do

anticorpo secundário anti-HRP ligado ao anti-GFAP (1:5.000). O painel 2 exibe o

resultado da curva do anticorpo primário da beta-actina.

Painel 1.Revelação das membranas para a padronização de GFAP. Figura A demonstra a revelação
das 3 membranas com a curva de concentração de anticorpo primário anti-GFAP em 1:1.000, 1:3.000
e 1:5.000 nas amostras Sham e 6OHDA, enquanto a figura B demonstra a revelação da curva de
concentração do anticorpo secundário anti-HRP 1:10.000, 1:20.000 e 1:50.000 ligado ao anti-GFAP
(1:5.000). A visualização das bandas (destacadas em vermelho) foi realizada com o sistema de
quimioluminescência (ECL, Pierce) e o peso molecular correto foi verificado através do marcador de
peso (Raibow marker).
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Painel 2. Revelação das membranas para a padronização de beta actina. Demonstração da
revelação das 3 membranas com a curva de concentração de anticorpo primário anti beta-actina em
1:3.000, 1:5.000 e 1:10.000 nas amostras Sham e 6OHDA. A visualização das bandas (destacadas
em azul) foi realizada com o sistema de quimioluminescência (ECL, Pierce) e o peso molecular
correto foi verificado através do marcador de peso (Rainbow maker).

Como demonstrado, na figura A do painel X foi selecionada a concentração de

1:5000 do anticorpo primário anti-GFAP devida a resolução superior das bandas de

interesse, menor arrastamento e background reduzido comparado às concentrações

superiores de 1:1000 e 1:3000. Na figura B, utilizando a concentração de 1:5000 do

anticorpo primário para seleção da concentração ideal do anticorpo secundário

anti-HRP, a concentração de 1:50.000 também possuí características preferíveis

para quantificação, permitindo boa visualização das bandas de interesse e reduzido

background. Também foi feita a curva de padronização para beta-actina como

demonstrada no painel 2. A concentração de anticorpo de 1:10.000 foi selecionada

pois demonstrou ótima resolução de banda e será utilizada apropriadamente em

membranas futuras para padronização do Western Blot e o secundário foi utilizado

1:25.000, padrão para Beta-actina.
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8.2 TESTES DE NORMALIDADE

Para a análise estatística, todos os dados passaram por testes de

normalidade para serem classificados como paramétricos ou não-paramétricos de

acordo com a escala gaussiana. Abaixo estão as tabelas contendo os testes de

normalidade de cada análise do projeto. Pelas características de variabilidade de

nossos resultados escolhemos o teste Shapiro-Wilk como teste principal para

avaliação da normalidade.

Tabela 2. Testes de normalidade - TRO 7 dias (treino)

Teste de Normalidade Estatística valor de P
Passou no teste de

normalidade?
(alpha=0,05)

Resumo do
valor P

Anderson-Darling (A2*) 0,2175 0,8354 Sim ns

D'Agostino-Pearson
omnibus (K2) 0,8899 0,6408 Sim ns

Shapiro-Wilk (W) 0,9852 0,5795 Sim ns

Kolmogorov-Smirnov
(distance) 0,05934 0,1000 Sim ns

Tabela 3. Testes de normalidade - TRO 7 dias (teste)

Teste de Normalidade Estatística valor de P
Passou no teste de

normalidade?
(alpha=0,05)

Resumo do
valor P

Anderson-Darling (A2*) 0,4880 0,2159 Sim ns

D'Agostino-Pearson
omnibus (K2) 0,1951 0,9071 Sim ns

Shapiro-Wilk (W) 0,9863 0,7005 Sim ns

Kolmogorov-Smirnov
(distance) 0,1025 0,0921 Sim ns

Tabela 4. Testes de normalidade - TRO 14 dias (treino)

Teste de Normalidade Estatística valor de P
Passou no teste de

normalidade?
(alpha=0,05)

Resumo do
valor P
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Anderson-Darling (A2*) 0,8515 0,0271 Não *

D'Agostino-Pearson
omnibus (K2) 3,667 0,1598 Sim ns

Shapiro-Wilk (W) 0,9707 0,1089 Sim ns

Kolmogorov-Smirnov
(distance) 0,1194 0,0175 Não *

Tabela 5. Testes de normalidade - TRO 14 dias (teste)

Teste de Normalidade Estatística valor de P
Passou no teste de

normalidade?
(alpha=0,05)

Resumo do
valor P

Anderson-Darling (A2*) 0,3508 0,4608 Sim ns

D'Agostino-Pearson
omnibus (K2) 0,4880 0,7835 Sim ns

Shapiro-Wilk (W) 0,9854 0,6320 Sim ns

Kolmogorov-Smirnov
(distance) 0,09215 0,1000 Sim ns

Tabela 6. Testes de normalidade - TRS 7 dias

Teste de Normalidade Estatística valor de P
Passou no teste de

normalidade?
(alpha=0,05)

Resumo do
valor P

Anderson-Darling (A2*) 0,2574 0,7136 Sim ns

D'Agostino-Pearson
omnibus (K2) 0,8612 0,6501 Sim ns

Shapiro-Wilk (W) 0,9922 0,8329 Sim ns

Kolmogorov-Smirnov
(distance) 0,06084 0,1000 Sim ns

Tabela 7. Testes de normalidade - TRS 14 dias

Teste de Normalidade Estatística valor de P
Passou no teste de

normalidade?
(alpha=0,05)

Resumo do
valor P

Anderson-Darling (A2*) 0,2306 0,8014 Sim ns

D'Agostino-Pearson
omnibus (K2) 1,796 0,4074 Sim ns
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Shapiro-Wilk (W) 0,9937 0,8047 Sim ns

Kolmogorov-Smirnov
(distance) 0,03644 0,1000 Sim ns

Tabela 8. Testes de normalidade - GFAP SN 7 dias

Teste de Normalidade Estatística valor de P
Passou no teste de

normalidade?
(alpha=0,05)

Resumo do
valor P

Anderson-Darling (A2*) 0,3058 0,5218 Sim ns

D'Agostino-Pearson
omnibus (K2) 1,245 0,5365 Sim ns

Shapiro-Wilk (W) 0,9491 0,5470 Sim ns

Kolmogorov-Smirnov
(distance) 0,1598 0,1000 Sim ns

Tabela 9. Testes de normalidade - GFAP SN 14 dias

Teste de Normalidade Estatística valor de P
Passou no teste de

normalidade?
(alpha=0,05)

Resumo do
valor P

Anderson-Darling (A2*) 0,1941 0,8662 Sim ns

D'Agostino-Pearson
omnibus (K2) 0,3998 0,8188 Sim ns

Shapiro-Wilk (W) 0,9723 0,9196 Sim ns

Kolmogorov-Smirnov
(distance) 0,1322 0,1000 Sim ns

Tabela 10. Testes de normalidade - GFAP alfa-BO 7 dias

Teste de Normalidade Estatística valor de P
Passou no teste de

normalidade?
(alpha=0,05)

Resumo do
valor P

Anderson-Darling (A2*) 0,4273 0,2684 Sim ns

D'Agostino-Pearson
omnibus (K2) 7,329 0,0256 Não *

Shapiro-Wilk (W) 0,9098 0,1564 Sim ns

Kolmogorov-Smirnov
(distance) 0,1604 0,1000 Sim ns
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Tabela 11. Testes de normalidade - GFAP beta-BO 7 dias

Teste de Normalidade Estatística valor de P
Passou no teste de

normalidade?
(alpha=0,05)

Resumo do
valor P

Anderson-Darling (A2*) 0,2323 0,7485 Sim ns

D'Agostino-Pearson
omnibus (K2) 0,8830 0,6431 Sim ns

Shapiro-Wilk (W) 0,9541 0,6608 Sim ns

Kolmogorov-Smirnov
(distance) 0,1375 0,1000 Sim ns

Tabela 12. Testes de normalidade - GFAP alfa-BO 14 dias

Teste de Normalidade Estatística valor de P
Passou no teste de

normalidade?
(alpha=0,05)

Resumo do
valor P

Anderson-Darling (A2*) 0,3454 0,4305 Sim ns

D'Agostino-Pearson
omnibus (K2) 3,414 0,1814 Sim ns

Shapiro-Wilk (W) 0,9300 0,3056 Sim ns

Kolmogorov-Smirnov
(distance) 0,1444 0,1000 Sim ns

Tabela 13. Testes de normalidade - GFAP beta-BO 14 dias

Teste de Normalidade Estatística valor de P
Passou no teste de

normalidade?
(alpha=0,05)

Resumo do
valor P

Anderson-Darling (A2*) 0,1109 0,9894 Sim ns

D'Agostino-Pearson
omnibus (K2) 0,2538 0,8808 Sim ns

Shapiro-Wilk (W) 0,9924 >0,9999 Sim ns

Kolmogorov-Smirnov
(distance) 0,08663 0,1000 Sim ns


